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CHAPITRE 1

Introduction génerale

1.1. Cadre théorique : la spéciation et I’influence de la sélection naturelle
sur celle-ci

1.1.1. De Darwin a la définition actuelle de la spéciation écologique

Dans 1’Origine des espéces (1859), Charles Darwin propose un cadre theorique a la
pensée évolutionniste en se basant sur quatre principes. Premiérement, les organismes
présentent naturellement des variations individuelles héréditaires ; deuxiémement, les
organismes produisent plus de descendants que nécessaire pour les remplacer a la génération
suivante ; troisiemement, la «lutte pour I'existence» liée a la limitation des ressources régule la
taille de la population éliminant certains individus avant la premiére reproduction ; et
quatriemement, les individus qui survivent et se reproduisent présentent généralement un léger
avantage adaptatif dans leur environnement local. Ainsi, émerge ce que Darwin appelle « la
théorie de la descendance avec modification » dans laquelle le mécanisme de la sélection
naturelle joue un role central dans la formation des especes. Darwin propose un modele dans
lequel il résume 1’évolution possible d’une espéce en plusieurs au cours du temps. Deux variétés
deviennent progressivement des especes distinctes lorsque 1’on observe entre elles un intervalle
significatif dans la distribution de leur morphologie. L’évolution graduelle de ce décalage (i.e.
la spéciation) provient de la sélection diversifiante entrainant I’extinction des formes
intermédiaires. Cette vision darwinienne de 1’espéce n’a pas convaincu la communauté
scientifique et paradoxalement, il a depuis €té largement accepté que Darwin n’a pas clairement
défini I’espéce ni réussi a expliquer ’origine des espéces (Mallet 2008). L’apport de Darwin

dans la Biologie de I’Evolution a aussi été sémantique. En effet, la notion d’espéce est une



convention de langage, il s’agit d’un mot de portée générale pour décrire une population ou
unité de reproduction que I’on observe dans la nature. L’espéce est un contenant comprenant
tous les individus qui forment un ensemble depuis un point de rupture du flux de générations
les ayant rassemblés jusqu’au point de rupture suivant, et cela de fagon continue. Nous avons
ainsi un flux continuel de générations faites d’individus (le contenu), sur lequel nous avons posé
des catégories langagiéres (les contenants) dont on sait qu’elles sont conventionnelles et

qu’elles n’arréteront pas le changement.

De nombreux biologistes de 1’évolution utilisent aujourd’hui encore, le concept
biologique de I’espéce, définissant 1’espéce comme un groupe de populations naturelles
interfécondes et reproductivement isolées d’autres groupes semblables (Mayr 1942). De ce
point de vue, I’étude de la spéciation revient alors a étudier 1’évolution de 1’isolement
reproducteur, ce qui a probablement contribué a limiter 1’étude du réle probable de la sélection
naturelle dans la formation des especes durant la mise en place de la théorie synthétique de
I’évolution (Schluter 2009). La théorie synthétique de I’évolution réconcilie la pensée
darwinienne et la génétique grace aux travaux, entre autres, de G. Mendel, R. A. Fisher, J. B.
S. Haldane, Sewall Wright, Theodosius Dobzhansky, Julian Huxley, Ernst Mayr, Bernhard
Rensch, George Gaylord Simpson et George Ledyard Stebbins en expliquant les mécanismes
de I’hérédité des caractéres. Cependant, le concept biologique de 1’espéce ne tient pas compte
des potentialités d’adaptations différentielles des populations selon I’habitat et I’implication de
I’isolement écologique sur 1”’isolement reproducteur. Ainsi, en 1940, Dobzhansky suggere que
les genes qui sous-tendent les différences phénotypiques entre les populations d’une méme
espéce ont peu de chance d'étre la base de I'isolement reproducteur qui conditionne la formation
de deux nouvelles espéces. Selon Mayr (1942), I’isolement géographique est nécessaire a la
mise en place de I’isolement reproducteur, que la sélection naturelle soit impliquée ou non.

Plusieurs modéles expliquant 1I’émergence de barriéres a la reproduction ont été
proposés, parmi eux : le modele d’incompatibilités génétiques Bateson-Dobzhansky-Miller et
le « cliquet de Muller » qui exposent comment 1’isolement reproductif peut évoluer sans étre
causeé par de la sélection. Le « cliquet de Muller » est un paralléle entre 1’outil mécanique et le
fait qu’un organisme se reproduisant de maniere asexuée, son génome est transmis
intégralement a ses descendants. Ainsi, si une erreur de copie cause une mutation délétere, elle
sera transmise a tous les descendants. La méme chose se produira a chaque mutation nouvelle
et la qualité génétique générale de la lignée s’en trouvera détériorée avec le temps. Miiller a

comparé ce processus a un cliquet, dont les dents n’autorisent le mouvement que dans une scule
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direction ; ainsi a chaque génération les descendants ont au mieux au moins autant de mutations
que leurs parents. Dans le modé¢le d’incompatibilités génétiques Bateson-Dobzhansky-Miller
(Figure 1.1), nous supposons une espéce haploide a deux locus bialléliques (alléles A et a au
premier locus, alléles B et b au deuxiéme locus) et si I’alléle a est incompatible avec I’alléle B,
de sorte que leur présence conjointe chez un hybride se traduit par une baisse de valeur sélective,
alors I’interaction « aB» forme une incompatibilité de Bateson-Dobzhansky-Muller (ou
BDMI). Le modé¢le suppose qu’il existe une chaine de substitutions connectant les deux
génotypes parentaux par laquelle les alléles incompatibles ne sont jamais mis en contact. Par
exemple, le chemin de substitutions ab — Ab — AB ne passe pas par le génotype intermédiaire
aB, rendu non-viable ou stérile par I’incompatibilité entre les alléles a et B (Figure 1.1a). Ainsi,
la divergence entre les deux lignées s’effectue par dérive ou adaptation et n’est pas contre-
sélectionnée. Dans ce modele il y a donc une forte épistasie négative sur la valeur sélective.
Autrement dit, les mutations neutres, avantageuses ou légerement délétéres fixées pendant la
divergence des lignées parentales interagissent négativement pour produire des hybrides stériles
ou létaux. Orr, Turelli et Coyne (H. Allen Orr and Turelli 2001; Turelli and Orr 1995; H. A.
Orr 1995; Coyne and Orr 2004) ont développé des prédictions théoriques reposant sur le modele
de Dobzhansy-Muller, bien que les résultats expérimentaux soient mitigés. Ils supposent
généralement que les lignées divergent par une série de substitutions indépendantes. Un premier
constat est que le nombre de BDMI augmente de facon non-linéaire avec le nombre de
substitutions entre les lignées divergentes (Snowball effect : Turelli and Orr 1995). Un second
résultat concerne les BDMI complexes pour lesquels les incompatibilités sont dues a
I’interaction négative entre les alleles a plus de deux locus rendant I’interaction « aBC » est
délétere. Dans ce cas, il existe quatre chemins possibles entre les génotypes parentaux abc et
ABC (Figure 1.1b), mais seulement trois si la DMI est simple, telle que « aB » produisant les

génotypes létaux aBc et aBC (Figure 1.1b).



(a) Simple (k= 2) (b) Complex (k= 3)
ABC Derived ABC

ABc || AbC || aBC

Abc || aBc || abC

abc Ancestral abc

Figure 1.1 : Modéle d’incompatibilités génétiques de Dobzhansky-Muller. Les chemins de substitutions
entre les génotypes parentaux a n = 2 locus (a) et n = 3 locus (b) sont représentés. Les génotypes inadaptés
sont indiqués en gris, avec les alléles incompatibles en gras. Les substitutions possibles de chaque génotype
sont indiquées par les lignes en trait plein. (a) et (b) montrent une BDMI simple impliquant k = 2 locus, ou

les alléles a et B sont incompatibles ; ce qui laisse accessible la moitié des chemins (d’apres Fraisse et al.
2014).

L’isolement reproductif complet résulte alors d’interactions épistatiques négatives
fortes entre les alléles de différentes espéces a plusieurs locus qui entrainent un
dysfonctionnement et bloquent les échanges génétiques entre génomes par élimination des
hybrides (Orr 1995). Ces locus d’isolement, appelés génes de spéciation constituent les
«verrous » des génomes car ils s’opposent a leur ré-homogeénéisation compléte, en cas
d’hybridation et leur accumulation conduit inévitablement a I’isolement total, étape ultime de
la spéciation.

Cependant, a cette méme époque, plusieurs travaux, notamment ceux du botaniste
Clausen (1951) sur les écotypes d’achillées suggérent I’importance de la sélection naturelle
dans la mise en place de I’isolement reproducteur (revu dans Lowry 2012). Le débat concernant
le lien entre sélection naturelle et spéciation ressurgit avec 1’émergence des théories sur les
conditions nécessaires a la mise en place d’une spéciation de type sympatrique car celle-cin’est
en effet possible uniquement sous I’hypothése d’une forte sélection diversifiante (Maynard
Smith 1966). Cependant, les études menées a cette époque ont tendance a se concentrer sur le
contexte géographique de la divergence adaptative, c’est-a-dire sur la distribution géographique
des phénotypes qui influence les forces évolutives mises en jeu, plus que sur la mise en place
de T’isolement reproducteur (Coyne and Orr 2004). La réconciliation entre la vision
darwinienne de la spéciation et le concept biologique de I’espéce a finalement licu avec le
développement de la théorie de la spéciation écologique et plusieurs modes de spéciation ont

été définis reposant sur des critéres geographiques.
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Figure 1.2 : Schéma illustratif des différents modes de spéciation. Les cercles représentent différents
individus. Les différentes couleurs correspondent a différents niveaux de divergence entre individus. Les
aires blanches et jaunes dans les cadres correspondent a des niches écologiques différentes. Spéciation en
allopatrie : I’aire de distribution ancestrale (a) est séparée par une barriere totale aux flux géniques (b), de
nouvelles mutations vont apparaitre (c), les deux populations isolées vont diverger par dérive et créer deux
espéces-soeurs. (e) Spéciation en péripatrie : colonisation d’une niche écologique adjacente, (f) les
populations vont diverger en maintenant un certain niveau de flux géniques (g), et favoriser I’isolement d’une
espéce-sceur inféodée a la niche écologique de 1’aide adjacente (h). Spéciation en parapatrie : en limite d’aire
de distribution (i) colonisation d’une nouvelle niche par quelques individus puis une nouvelle mutation
adaptative apparait (j), les populations vont diverger en maintenant un certain niveau de flux géniques (k), et
favoriser I’isolement d’une espéce-soeur en bordure de ’aire de répartition ancestrale (I). Spéciation en
sympatrie : les deux futures espéces occupent la méme aire de distribution présentant une mosaique d’habitats
(m), un polymorphisme adaptatif apparait par sélection diversifiante (n), les populations vont
progressivement diverger en dépit des flux géniques (0), jusqu’a I’isolement d’une espéce-sceur dans un des
2 micro-habitats (p).

La spéciation en allopatrie consiste en la création de nouvelles espéces aprés
unisolement géographique des populations (isolement par un réseau hydrographique, création
d’une montagne...). Dans ce modéle, il n’existe pas de flux de genes entre les populations
divergentes et la barriere physique a la migration va permettre aux deux populations d’évoluer

indépendamment du fait de la dérive génétique et de I’adaptation locale (Figure 1.2 a, b, ¢, d).



Ainsi, la divergence génétique qui s’établit initialement a partir du tri du polymorphisme
ancestral est progressivement nourrie par 1’apparition de ces nouveaux all¢les.

Le mode de spéciation en péripatrie est une variante de la spéciation allopatrique dite
par vicariance car les populations se retrouve isolées entre niches écologiques avec une
intensité de flux géniques réduite. La spéciation péripatrique fait généralement suite au
franchissement, par certains individus, d’une barriére a la migration préexistante. Dans ce
contexte de spéciation, seule une petite partie de la population colonisera la nouvelle niche
(Figure 1.2 e, f, g, h). Ainsi la péripatrie est souvent assiociée a des paysages écologiques
fragmentés en mosaique ou les phénoménes d’effet fondateur (Mayr 1942) sont courants.

Le mode de spéciation en parapatrie correspond a I’adaptation locale d’une population
située en marge de ’aire de répartition de la population initiale et donc soumis a une forme de
sélection diversifiante. Ces populations restent connectées par des flux geniques résiduels
pendant le processus de divergence (Figure 1.2 i, j, k, I). La mise en place de barriéres a la
reproduction demeure possible si I’effet homogénéisateur de la migration est inférieur a celui
de la dérive genétique et de la sélection naturelle (Wilding, Butlin, and Grahame 2001).

Le mode de spéciation en sympatrie, trés controversé, décrit la formation de nouvelles
especes au sein d’une méme aire géographique. Il s’agit d’une forme extréme de parapatrie,
avec un flux de génes plus intense et une différenciation entre les niches écologiques occupées
par les populations divergentes. Cette spéciation peut se produire a une petite échelle spatiale
(Barluenga et al. 2006; Savolainen et al. 2006; Patrik Nosil 2008) (Figure 1.2m, n, o, p). Entre
des populations interconnectées possédant des flux géniques importants et des especes
« réelles » présentant une compléte incompatibilité inter-locus, il existe un continuum
d’intensité de flux géniques (Harrison and Larson 2014). Ces modes de spéciation avec flux
géniques font depuis longtemps 1’objet d’un débat (Wiens and Graham 2005; Bolnick 2004).
Jusqu’ici, les modéeles théoriques ne prédisent leur existence que sous des conditions
particulieres et donc rares (Bolnick and Fitzpatrick 2007). Régulierement, des exemples de
speciation avec flux génique sont pourtant mis en évidence (Via 2001; Patrik Nosil 2008). Bien
que des flux de génes secondaires aient été mis en évidence (Martin et al., 2015), le cas de la
diversification rapide de nombreuses especes de poissons de la famille des Cichlidés dans des
lacs de crateéres africains associée a une colonisation par un nombre restreint d’individus est un

cas d’école d’événement de spéciation sympatrique (Poelstra, Richards, and Martin 2018).

La spéciation écologique regroupe les cas de parapatrie, sympatrie et péripatrie (s’il

existe une différence d’habitat) et se définit par trois composantes essentielles : une source de
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sélection naturelle divergente, une forme d’isolement et un mécanisme génétique liant la
sélection a I’isolement reproducteur.

Le lien théorique fait entre les modéles d’isolement reproducteur et les modéles de
sélection par 1’habitat a permis 1’émergence de mod¢les expliquant les difficultés apparentes
des mécanismes de spéciation sympatrique. L’¢étude d’espéces de poissons lacustres étroitement
apparentées (McCune & Lovejoy, 1998) a été un des premiers exemples de spéciation
sympatrique en milieu naturel. Auparavant, les modélisations du phénomene ont conclu que
I'évolution de I'isolement sexuel sans isolement spatial ou adaptation différentielle a des niches
écologiques contrastées était improbable. Le scénario de spéciation des poissons était le suivant
> si un lac contient deux ressources potentielles comme des proies de petites et grandes tailles,
alors les grands ou les petits poissons prédateurs présentent un avantage sélectif tandis que les
poissons de taille moyenne seront désavantagés. Cet inconvénient pour les phénotypes
intermédiaires cree une pression de sélection divergente sur la population. Dans les populations
a reproduction sexuée, la pierre d'achoppement qui empéche la spéciation sympatrique est que
I'accouplement entre des écotypes divergents brouille constamment les combinaisons de genes,
créant des organismes aux phénotypes intermédiaires. Ce mélange ne peut alors étre évité que
s'il y a accouplement préférentiel ou les appariements entre individus similaires sont plus
fréquents. Dans le cas d'une sélection diversifiante, ce mode d'appariement est favorisé pour
son effet sur la valeur sélective des individus car il réduit la production de descendants
maladaptés. Seulement, la recombinaison qui permet le brassage des genes pendant la formation
des gameétes est un obstacle a I'évolution de I'accouplement préférentiel. En effet, le lien entre
les alleles pour la préférence d'accouplement et les traits morphologiques de I’écotype peuvent
se mélanger chaque fois qu'un accouplement occasionnel entre différents écotypes survient.
Cela crée un paradoxe car les individus avec une préférence pour I'écotype opposé, augmentant
le flux de génes entre les types et s'opposant a la spéciation. Une hypothése alternative pour
expliquer la plausibilité de ce paradoxe est de supposer que : soit que les genes responsables
des caracteres écologiques et des préférences d'accouplement sont si proches sur un seul
chromosome qu'ils ne sont que rarement mélangés par recombinaison (Felsenstein 1985), soit
qu'un seul gene pourrait coder pour le caractére et créer une préférence pour des partenaires
avec ce caractere : par exemple, lors de la transition d'un insecte a une nouvelle plante-héte qui
intervient aussi lors de I’accouplement (Feder, Egan, and Nosil 2012). Les développements
théoriques de Kondrashov et Kondrashov (2012) (KK) et Dieckmann et Doebeli (1999) (DD)
abordent ces difficultés. Les deux modéeles supposent qu’il existe des locus génétiques distincts

codant pour les caractéres écologiques et les préferences de reproduction et aboutissent a la
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conclusion gue la spéciation sympatrique peut se produire sans que la pression de sélection soit
forte a I’encontre des formes intermédiaires. Il existe deux variantes du modéle KK. Dans le
premier cas, la probabilité d'accouplement dépend de la similarité entre deux individus pour un
seul trait donné ; dans le second, elle dépend de la correspondance entre le caractere d’un sexe
et la préférence de 1’autre. Dans l'approche de la DD, la probabilité d'accouplement est
déterminée soit par le caractére écologique, soit par un caractére marqueur, ces locus exercant
leur influence par un ensemble distinct de locus d'accouplement. Dans tous les modeéles, la
sélection augmente les associations entre les traits écologiques et les traits marqueurs, ce qui
entraine I'isolement sexuel entre des populations écologiquement distinctes.

Dans le modele KK, la sélection perturbatrice est supposée favoriser les phénotypes les
plus extrémes, quelle que soit leur valeur absolue. Les limites de ce modéle se pose si en début
de divergence, tous les individus présentent un phénotype extréme. Par exemple s’ils sont tous
de petite taille, alors les individus légérement plus grands seront moins efficaces pour manger
de petites proies, mais a peine meilleurs pour manger de grandes proies. La sélection ne
favorisera les deux extrémes que si la population se situe au phénotype intermédiaire ou s'il y a
concurrence entre les individus. Dans le modéle de DD, la sélection perturbatrice découle
explicitement de la compétition pour une seule ressource. On suppose que la ressource suit une
distribution gaussienne unimodale telle que sa capacité de charge est la plus élevée lorsque
I'ensemble de la population a un phénotype moyen. La sélection conduit d’abord la convergence
vers ce phénotype. Cela explique le probleme persistant dans d'autres modeles quant a la facon
dont la population initiale en arrive a un état dans lequel tous les phénotypes sont intermédiaires
et I'adaptation a I'environnement est sous-optimale (Tregenza and Butlin 1999). Au fur et a
mesure que la population converge vers le maximum de ressources, la compétition entre
individus similaires crée une sélection en faveur de ceux qui utilisent des ressources légérement
moins abondantes et subissent une diminution plus que compensatoire de la concurrence.
Associé a de I'accouplement préférentiel, ce processus aboutit finalement a un systeme stable
ou deux phénotypes distincts et isolés du point de vue de la reproduction sont sélectionnés
malgré le caractére unimodal de la ressource.

D’autres modéles considérent les cas ou I’isolement initial des populations aurait
seulement une base écologique et adaptative, c’est a dire que la sélection n’agirait que sur des
traits intervenant dans Dinteraction et la réponse adaptative des individus avec leur
environnement (Rundle and Nosil 2005; Schluter 2009). Ces modéles font fi de 1’isolement
reproducteur et ne cherchent pas d’interactions physiques ou épistasiques entre les geénes de

I’adaptation a D’environnement et les génes de I’isolement reproducteur. Le terme
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environnement est ici considéré dans son sens le plus large et se réfere aux éléments biotiques
(e.g. compétition, prédation, mutualisme, symbiose) et abiotiques du milieu (e.g. climat,
ressources). Dans ces modéles, la sélection doit alors étre divergente c’est a dire qu’elle doit
agir dans des directions opposées sur les individus selon I’habitat colonisé. Enfin, les traits
directement soumis a sélection divergente, ou ceux qui leur sont liés génétiqguement, doivent
affecter en retour 1’isolement reproducteur. 1l est a noter que la spéciation écologique peut se
produire dans n’importe quel contexte géographique de distribution des populations et que
celui-ci est déterminant car il peut influencer la source de la sélection diversifiante ainsi que la
quantité de flux de genes entre les populations en cours de différenciation (Rundle and Nosil
2005; Surget-Groba, Johansson, and Thorpe 2012; Patrik Nosil, Funk, and Ortiz-Barrientos
2009).

Darwin suggére que les processus adaptatifs régissant 1’évolution des populations
(microévolution) sont les mémes que les processus évolutifs a 1’origine des espéces
(macroévolution), ces derniers agissant sur des pas de temps plus longs. Ainsi, Darwin prétend
que la divergence des populations est un processus graduel et continu pouvant dans certains cas
aboutir aux discontinuités observées entre les especes par extinction des formes intermédiaires
(Reznick and Ricklefs 2009). Aujourd’hui, I’aspect continu du processus de spéciation dans le
temps est clairement reconnu mais sa durée est plus ou moins étendue selon le mode de
spéciation (Wu 2001; Butlin, Galindo, and Grahame 2008; Mallet 2008; Lowry 2012) car en
allopatrie 1’accumulation de la divergence et du nombre d’incompatibilité est bien plus rapide
qu’en présence de flux de génes entre isolats génographiques (Turelli and Orr 1995). Cette
variation dans le temps de la divergence et de 1’isolement reproducteur entre populations peut
étre représentée de manicre croissante le long d’un continuum allant de la panmixie jusqu’a
I’isolement reproducteur complet et irréversible (Figure 1.3). Si les différents concepts d’espéce
peuvent étre en désaccord sur les criteres permettant de déterminer quand la spéciation est
compléte (revu dans Coyne & Orr, 2004), le cadre conceptuel du continuum de spéciation
permet de s’intéresser davantage aux processus mis en jeu en étudiant les facteurs responsables
de I’évolution de la divergence entre populations le long de ce continuum. Pour aborder cette
question de maniére pratique, Hendry (2000) a défini quatre étapes le long du continuum de

speciation (Figure 1.3).
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Figure 1.3 : Schéma représentant la nature de la divergence entre deux populations durant le processus de
spéciation. Trois étapes sont arbitrairement représentées le long du continuum et se différencient par le degré

d’isolement reproducteur, de regroupement génétique et de tri des lignées. Modifiée d’aprés Nosil et al.,
(2009)

L’étape 1 correspond a une variation continue des caractéres adaptatifs entre les
individus (distribution unimodale) sans isolement reproducteur (panmixie) mais ou les
individus présentant les caracteéres extrémes peuvent étre spécialisés dans 1’utilisation de
ressources différentes. L’étape 2 correspond a une variation partiellement discontinue des
caractéres (par exemple suivant une distribution bimodale avec chevauchement) avec un faible
isolement reproducteur. L’étape 3 correspond a une variation fortement discontinue des
caracteres (par exemple suivant une distribution bimodale sans chevauchement) avec un
1solement reproducteur fort mais réversible. Enfin, 1’étape 4 (non présentée dans le graphe) est
atteinte lorsque I’isolement reproducteur devient complet et irréversible. Il est important de
noter que les transitions entre ces €tapes ne sont pas abruptes ni évidentes car il s’agit d’une

division arbitraire d’un continuum.
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Il existe de nombreux mécanismes pouvant étre impliqués dans la spéciation en général
(Figure 1.4), résultant de la diversité des modes d’action que peuvent prendre ses trois
composantes essentielles (sélection naturelle, isolement reproducteur et leur lien génétique)
(Figure 1.4 ; (Nosil and Feder 2012)). Coyne and Orr (2004) proposent de classer les barriéres
en trois grandes classes : 1) les barricres a la reproduction pré-copulatoires, telles que
I’isolement comportemental, écologique ou encore mécanique ; ii) les barrieres prézygotiques
post-copulatoires, en particulier de type gamétique ; et iii) les barriéres post-zygotiques de type
extrinséques (mauvaise adaptation a la niche écologique, ou "stérilit¢ comportementale™) ou
intrinséques (hybrides souffrant d'une viabilit¢ ou d'une fertilit¢ réduite). L’isolement
reproductif peut étre compose de plusieurs de ces barrieres, comme dans le cas ou I’hybridation
entre les especes Mytilus edulis et M. galloprovincialis en Europe est régulée par une
fécondation préférentielle (Bierne et al. 2002), une sélection par 1’habitat (Bierne et al. 2003)

et une contre-sélection des hybrides (Bierne et al. 2006).
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Figure 1.4 : Barriéres a la reproduction en fonction de la dépendance a 1’habitat et du cycle de vie (d’aprés
Thomas et al., 2010).
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Ainsi, les baisses de la valeur sélective des migrants et des hétérozygote intermédiaires
peuvent étre considérées comme des formes d’isolement reproducteur (respectivement pré et
post-zygotique). En effet, elles limitent le flux de genes entre les populations en divergence en
réduisant la probabilité de reproduction et la viabilité (ou fertilité) des hybrides (Nosil and Feder
2012). Ces deux formes d’isolement peuvent étre regroupées sous le terme d’isolement éco-
géographique et jouent probablement un réle important dans de nombreux cas de spéciation
écologique (Sobel et al., 2010). Néanmoins, la sélection diversifiante basée sur 1’écologie peut
entrainer la mise en place d’autres types de barriéres reproductives pré- et post-zygotiques
comme I’isolement reproductif temporel (avec par exemple le décalage de période de floraison
(Lowry et al. 2008), I’isolement sexuel (chants différents chez les oiseaux : Irwin et al. 2018,
des patrons de coloration différents chez les papillons (Jiggins et al. 1997), I’isolement
gamétique (fécondation favorisée des femelles de guppys par les spermatozoides males de la
méme population comparée aux spermatozoides des males migrants, Ludlow and Magurran
(2006) ou encore I’incompatibilité génomique (Coyne and Orr 2004). Un exemple célébre
d’incompatibilité génomique est la dysgénésie des hybrides due a I’activité de I’élément
transposable P chez les drosophiles Drosophila melanogaster. Le croisement des males de
cytotype P (ayant de 30-50 copies du transposon P) avec des femelles de type M (maternel
dépourvu de P) produit une descendance F1 stérile caractérisée par des gonades atrophiées, le
croisement réciproque produit une descendance fertiles (Kidwell 1983). La cause principale de
cette mutation ou dysgénésie est la transposition de I'élément P dans la lignée germinale de la
mouche (Sassi et al. 2005).

Comme envisagé par Kondrashov & Kondrashov (1999) et Doebeli and Dieckmann
(2003), un mécanisme génétique (physique ou épistatique) doit nécessairement intervenir pour
que la sélection diversifiante sur les traits phénotypiques soit reliée aux traits responsables de
I’isolement reproducteur. Il existe cependant d’autres modeles s’affranchissant de la
dépendance de I’existence d’un lien avec les génes de 1’isolement reproducteur, concluant que
des effets sélectifs distincts plus réduits sur les génomes suffisent a permettre un isolement
rapide des génomes. Lorsque les deux types de traits sont contrélés par un méme géne (ou
groupe de genes), on parle d’effet pléiotropique (Servedio et al. 2011). Si les genes sont
différents, la transmission a lieu a condition qu’il existe un déséquilibre de liaison entre ces
génes (Smadja and Butlin 2011). Les travaux de Flaxman et al., (2013 ; 2014) viennent
cependant tempérer ces conclusions en proposant que si un nombre suffisant de génes subissent
I’effet de la sélection positive et qu’il existe un déséquilibre de liaison entre eux, alors cela

permet de s’affranchir de la dépendance avec les geénes de 1’isolement reproducteur. Un
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exemple concret de spéciation écologique peut étre fourni par le mimule tacheté (Mimulus
guttatus) qui présente deux écotypes différenciés par leur tolérance a la contamination du sol
en cuivre. Des expériences de croisements contrdlés ont montré que 1’alléle responsable de la
tolérance au cuivre devient létal chez les hybrides F1 issus des croisements entre écotypes
(MacNair and Christie 1983). Ce résultat montre que 1’isolement reproducteur post-zygotique
constitue dans ce cas un effet pléiotropique de I’adaptation aux sols contaminés par le cuivre.

De la méme facon, Lowry et al., (2008) ont montré que I’isolement reproducteur entre
les écotypes cotiers et terrestres de Mimulus guttatus résulte principalement d un isolement éco-
géographique par adaptation respectivement aux embruns et a la sécheresse estivale.
Cependant, cette approche ne permet pas toujours d’identifier les traits soumis a sélection.
L’approche basée sur le flux de geénes consiste a tester si la différenciation génétique neutre est
la conséquence de la divergence adaptative et résulte en un patron d’isolement le long d’un
gradient écologique (IBE, Shafer and Wolf 2013) par opposition avec 1’isolement par la
distance (IBD) dans lequel seule la distance géographique entre populations détermine le flux
de géenes (Wright 1946; Kimura and Weiss 1964).

1.2. L’architecture de la spéciation a I’échelle du génome

Pendant une grande partie du processus de spéciation, la différenciation des géenes est
hétérogéne a I’échelle du génome (Nosil, 2012). Tant que l'isolement reproducteur et
géographique sont incomplets, le génome est alors perméable aux flux de genes (Wu, 2001).
L’émergence et I’accessibilité des dernicres technologies de séquengage de nouvelle génération
ont permis I’é¢tude globale de I’architecture des génomes d’organismes non-modéles par
I’utilisation de « scans » de la différenciation a permis d'identifier des régions génomiques plus
ou moins différenciées et/ou divergentes que le fond génomique présumé neutre homogénéisé

par les échanges génétiques entre génomes (Nosil et al., 2009).

1.2.1. La métaphore des ilots génomiques

Développée pour la premiére fois chez les moustiques anopheles, la métaphore des « Tlots
génomiques de spéciation » (Turner, Hahn, and Nuzhdin 2005) définie une aire génomique,
allant du nucléotide au chromosome entier, qui présente une différenciation nettement plus
grande que ce & quoi I’on peut s'attendre sous I’attendu neutre d’échanges en ’absence de

barriére entre génomes (Patrik Nosil, Funk, and Ortiz-Barrientos 2009). La métaphore établit
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ainsi des paralléles entre la différenciation génétique observée le long d'un chromosome et la
topographie des Tles océaniques et le fond marin contigu auquel elles sont reliées. Selon cette
métaphore, le niveau de la mer représente le seuil au-dessus duquel la différenciation observée
est significativement plus grande que ce a quoi I'on s'attend par la seule évolution neutre. Des
facteurs tels que la proximité physique entre les locus sélectionnés et d'autres locus, le taux de
recombinaison, I’intensité du flux de genes, le temps de divergence et la force de sélection
influent alors chacun sur la taille et la détectabilité des Tlots génomiques.

Pour appréhender et étudier ces Tlots, de nombreuses études se sont donc concentrées sur
les patrons de différenciation génétique, la mesure la plus classiquement utilisée étant le Fst de
Wright (1949), qui permet de mesurer les niveaux de différenciation entre sous-populations
supposées. Il peut étre approximé comme Fst = (Ttotal - Tintra-pop) / Titotal OU 7 correspond a la
diversité génétique mesurée au sein de chaque population (mintra-pop) OU €n considérant tous les
individus (motal) et est donc une mesure relative de la différenciation génétique. Selon le mode
de spéciation, le contexte écologique et I’intensité du flux de génes, différents scénarios de
divergence ont alors été élabores pour expliquer la formation de régions ou la différenciation

est forte ainsi décrits comme « Tlots génomique de différenciation » (Harr 2006).
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Figure 1.5 : Représentation schématique des différents mécanismes pouvant expliquer la formation des Tlots
génomiques de différenciation entre deux lignées en cours de divergence. Pour chaque modéle trois étapes
sont représentées avec pour chacune un chromosome par population. Les couleurs (rouge et jaune) indiquent
les régions chromosomiques ou la différenciation génétique (Fst) est marquée entre les deux lignées. Les
fleches orange représentent le flux génique entre les deux populations et les étoiles bleues la présence de
locus impliqués dans 1’isolement reproductif que ce soit di a des incompatibilités génétiques ou a des geénes
d’adaptation locale. Le paysage de Fstest représenté a chacune des trois étapes afin de montrer son évolution.
A. Divergence primaire initiée par une réduction du flux génique autour des génes d’adaptation locale et
progressivement étendue a d’autres régions génomiques par établissement de nouvelles mutations localement
avantageuses. B. Contact secondaire entre populations génétiquement différenciées induisant une érosion
progressive de la différenciation préexistante autour des génes impliqués dans I’isolement reproductif. C.
Différenciation hétérogéne induite par des variations d’intensité des effets de la sélection aux sites liés en
absence de flux génique. Les variations chromosomiques du taux de recombinaison affectent les trois
mécanismes en modulant : (i) I’intensité de la sélection en liaison, (ii) le cumul de I’effet barriere des locus
impliqués dans I’isolement reproductif et (iii) le maintien des combinaisons adaptatives face au flux génique.
Qu’ils agissent de fagon combinée ou séparément ces effets tendent a concentrer les ilots génomiques de
différenciation dans les régions a faible taux de recombinaison quel que soit le mécanisme de divergence.
Modifié d’aprés une figure de Maud Duranton, avec son accord.
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Lorsque des prémisses de la spéciation écologique (parapatrie ou sympatrie), la
différenciation entre espéces résulte de I’adaptation a des environnement différents, les
migrants étant contre-sélectionnés en dehors de leur habitat d’origine. La sélection divergente
qui agit sur un petit nombre de génes impliqués dans 1’adaptation locale augmente localement
le niveau de différenciation génétique sur ces locus, ainsi qu’aux locus neutres li¢ (Feder, Egan,
and Nosil 2012). Imperméables au flux de genes, ces régions sous sélection positive actrices de
I’adaptation locale forment alors des « zones verrous » sur le génome (Figure 1.5A). Cette
protection faciliterait I’établissement de nouvelles mutations localement avantageuses
augmentant progressivement la taille des ilots de différenciation (Via 2009; Via and West
2008). Ce mécanisme appelé « divergence hitchhiking » pourrait ainsi favoriser 1’accumulation
de nouveaux geénes d’adaptation au cours du temps, jusqu’a entrainer une réduction du flux
génique a I’échelle du génome lors de la phase de « genome hitchhiking » (Feder, Egan, and
Nosil 2012). On parle alors « d’ilots d’adaptation » et I’effet d’auto-stop qui permet aux Tlots
de s’étendre sera d’autant plus fort que la recombinaison est faible.

Un autre scénario proposé aboutissant a la formation de ces mémes filots de
différenciation est celui d’une érosion de la différenciation lors d’un contact secondaire entre
populations divergentes aprés un évenement d’allopatrie (Figure 1.5B). En absence de flux de
genes, les populations peuvent fixer des alléles conférant des adaptations a leurs
environnements respectifs ou des incompatibilités génétiques (Presgraves 2010; Bierne et al.
2011). La réhomogénéisation a I’échelle du génome lors de la remise en contact va alors venir
éroder puis gommer la différenciation précédemment accumulée pendant la phase d’allopatrie,
buttant au niveau des locus impliqués dans 1’isolement reproductif qui agissent comme des
barriéres a I’introgression (Barton and Bengtsson 1986; Barton and Hewitt, 1985.; Payseur
2010). Les locus d’isolement reproductifs combinent plus facilement leurs effets et donc
résistent mieux a I’introgression dans les régions ou ils sont en forte liaison génétique (Yeaman
et al. 2016).

Un troisiéme modele n’impliquant pas de flux génétique hétérogéne a également été
proposé (Nachman and Payseur 2012; Cruickshank and Hahn 2014) (Figure 1.5C). Il a été
montré que les Tlots de Fst peuvent également se former pendant une période de divergence
allopatrique en I’absence de locus impliqués dans 1’isolement reproductif. En effet, dans les
régions a faible taux de recombinaison, la sélection en liaison qu’elle soit positive (balayage
sélectif (J. M. Smith and Haigh 1974)) ou négative (sélection d’arriere-plan (Charlesworth,
Morgan, and Charlesworth 1993) réduit localement la diversité génétique. Or, le Fst est une

valeur relative de la différenciation génetique entre populations qui dépend du niveau de
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diversité génétique intra-populationnel. En effet, étant donné qu’il est négativement corrélé a
la diversité intra-populationnelle, des valeurs fortes de Fst peuvent étre localement générées
par des réductions de la diversité intra-populationnelle. Les variations locales de taux de
recombinaison peuvent donc générer des variations de diversité génétique et donc localement
créer des pics de Fst. En effet, bien que les balayages sélectifs soient assez rares dans les
génomes, I’effet répété de la sélection d’arriere-plan au niveau des séquences fonctionnelles
peut étre suffisant pour faire varier la diversité génétique. Plusieurs mécanismes impliquants ou
non la présence de locus d’isolement reproductif peuvent donc générer des ilots de
différenciation génétique (Harrison and Larson 2014; Wolf and Ellegren 2016; Ravinet et al.
2017). 11 a donc été proposé d’utiliser d’autres statistiques en plus du Fst pour pouvoir
distinguer les 1lots impliqués dans I’isolement reproductif de ceux qui ne le sont pas. Le dxy
(Saitou and Nei 1987) qui mesure la divergence brute entre populations comme le nombre
moyen de substitutions nucléotidiques observées entre les populations a par exemple été
proposé pour distinguer les ilots impliqués dans 1’isolement reproductif des autres (Cruickshank
and Hahn 2014). En effet, le dxy peut étre vu comme une mesure absolue de la divergence étant
donné qu’il n’est pas confondu par des processus intra-populationnels. Ainsi, si une région
génomique présente a la fois des valeurs élevées de dxy et de Fst il y a de grandes chances
qu’elle soit impliquée dans 1’isolement reproductif. Avoir une mesure directe du flux génique
reste néanmoins le moyen le plus direct pour révéler la présence de barrieres d’isolement
reproductif. Dans tous les cas les patrons observés dans les génomes peuvent étre générés par
différentes formes d’interaction entre sélection et démographie et ne représentent qu’une image

instantanée d’un processus dynamique.

Les régions génomiques qui se différencient pendant la spéciation sont souvent
multiples mais leur degré de différenciation est variable. C’est ce que tendent a confirmer deux
¢tudes de synthése faites d’une part sur un large éventail d’especes de plantes (Strasburg et al.
2012) et sur plusieurs taxons d’animaux (Nosil et al., 2009). Sur la base génomique de la
spéciation, les résultats obtenus entre espéces convergent entre eux en concluant que les
populations plus ou plus éloignées divergent les unes des autres par de multiples régions
génomiques. Entre les différents €cotypes d’épinoche du Lac Constance, 19 régions qualifiés

d’ilots de différentiation ont été décrites (Marques et al. 2016). Les mémes conclusions ont été
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tirées lors de 1’étude de différentes espéces de papillons du genre Heliconius, et s’appuient sur
le séquencage de deux régions génomiques abritant des genes responsables de la couleur des
ailes (Nadeau et al. 2012). La couleur des ailes est ici impliquée dans la spéciation car elle
contribue au choix du partenaire (sélection sexuelle) mais ces patrons de couleurs constituent
un signal aposématique en vue de dissuader les prédateurs d’attaquer. Les patrons de coloration
intermédiaires entrainent une contre-sélection des individus migrants et hybrides entre especes
et entre habitats. A I'intérieur de ces deux régions génomiques, se trouvent de multiples pics de
différenciation, avec des intensités assez variables.

Concernant la taille de ces ilots, il existe de nombreuses études affirmant que les régions
indépendantes de différenciation dans le génome peuvent étre relativement petites. L’étude de
capture génomique de 2 régions différentiées chez Heliconius rapporte que les régions de
différenciation ont tendance a ne couvrir que quelques centaines de kilobases (Nadeau et al.,
2012). A ’inverse pour d’autres complexes d’especes, la différentation et divergence génétique
s’étendent le long d’ilots de grande taille comme dans le cas du bar européen Dicentrarchus
labrax (Duranton et al. 2018) et peuvent étre dis a I’apparition de variants structuraux comme
des zones d’inversion chez la plie commune (Pleuronectes platessa) créant ainsi une zone
imperméable aux flux de genes et permettant I’accumulation de la divergence au cours du temps
(Le Moan et al., in prep).

L’¢tude globale des génomes par criblage de la divergence a permis d’observer que la
distribution des Tlots de spéciation se fait souvent sur des chromosomes différents (Nosil et al.,
2009, Strasburg et al., 2012). L’émergence puis le maintien de ces Tlots entre les populations
d’une méme espéce semblent aussi soumis a I’influence leur positionnement sur le génome
(Nachman and Payseur 2012; Via 2009). En effet, ces régions de haute différenciation seront
plus susceptibles de s’étendre voire de se regrouper si elles se situent dans des régions a faible
recombinaison comme les inversions chromosomiques, les chromosomes sexuels ou les
centrosomes (McGaugh and Noor 2012).

L’étude des especes non-modéles rend souvent difficile 1’identification des génes
impliqués et les processus biologiques mis en jeu lors de la spéciation. Peu d’études comparent
explicitement les différences d’architecture entre régions codantes et non codantes (Nosil &
Feder, 2012). Le cas de la spéciation des Cichlidés suggére que c’est la sélection positive dans
les régions codantes qui contribue fortement a la différenciation genomique (Fan, Elmer, and
Meyer 2011). Si I’on prend I’exemple du muflier, deux morphotypes de fleurs sont observeés
différant I’'un de I’autre par leur forme et leur couleur. Le phénotype hybride (intermédiaire)

présente une plus faible valeur sélective du fait d’une moins bonne attractivité vis-a-vis des
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pollinisateurs (Tavares et al. 2018). Le couplage de 1’étude génomique de la différenciation et
de I’analyse de I’expression différentielle des génes a permis, dans ce cas, d’identifier que
certains génes contenus dans les Tlots génomiques de différenciation présentes des fortes valeurs
de Fst entre les 2 espéces et qu’ils présentent aussi des niveaux d’expression significativement

différents selon le morphotype.

Ainsi, il apparait que les liens physiques et le taux de recombinaison entre génes, ainsi
que I’intensité du flux de genes et la force de sélection ont un role important dans la mise en
place et I’expansion des ilots de divergence, et donc in fine puisse constituer un moteur de la
spéciation écologique. A cet égard, la migration produit de mauvaises combinaisons d’all¢les
entre populations locales tandis que la recombinaison brise ces associations et celles entre génes
proches si la sélection n’est pas trop forte. En présence de sélection diversifiante, I'isolement
reproducteur apparait lorsque la migration diminue ou que la recombinaison est trop faible pour
produire des phénotypes intermédiaires (Gavrilets 2004; 2003). 1l existe donc un antagonisme
entre sélection et recombinaison en cas de divergence avec le flux des genes (Felsenstein 1985)
et la sélection doit surmonter cet antagonisme pour que l'isolement reproducteur et la

divergence génomique puissent se propager en dépit du flux génétique.

Nous avons désormais une bonne conception métaphorique des principaux processus
génétiques a l'origine des modeles de différenciation génomigue entre populations. Cependant,
nous manquons de détails théoriques sur I’implication relative des différents parametres mis en
jeu durant I’événement de spéciation, en particulier I’intensité du flux de geénes est variable au
cours du temps (Michel et al. 2010). Les connaissances théoriques sur les mécanismes
d’isolement, I’expérimentation en conditions naturelles et de I'analyse statistique des données
génomiques sont encore balbutiantes et souvent limitées pour permettre de distinguer les

différents acteurs qui faconnent la structure du génome pendant la spéciation.

1.3. Les éléments transposables comme moteurs de la spéciation

Les connaissances croissantes sur l'influence des éléments transposables (ETs) sur
I'évolution a long terme du génome et de son transcriptome, et leurs variations le long des
génomes, en nombre, diversité et niveau de transposition au sein des populations, ont largement
démontré que ces éléments constituent une source polyvalente de variation génétique et

épigénétique pouvant étre impliqué dans 1'adaptation des espéces ou I’émergence de barriéres
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a la reproduction. De par leur mobilité et leur nature répétée, les ETs peuvent déclencher une
vaste gamme de variations au sein d'une population et apporter des modifications
phénotypiques majeures chez les individus d’une espéce, qui en retour peuvent étre soumises a

la sélection diversifiante.

L’¢étude des génomes entiers et de leur composition a révélé que plusieurs milliers de
copies d’ETs peuplent généralement les génomes (Hurst and Werren 2001). En effet, ils
constituent environ 85 % du génome du mais et environ 69 % du génome humain (Schnable et
al. 2009). Ces ETs dont phylogénétiquement trés diversifiés et leur longueur varie de quelques
centaines a plusieurs milliers de paires de bases (Feschotte and Pritham 2007). Un systéeme de
classification globale a été proposé en 2007. Reposant sur des criteres mécaniques et
enzymatiques, il divise les éléments génétiques mobiles en deux classes, neuf ordres et 29
superfamilles (Wicker et al. 2007; Kapitonov and Jurka 2008) (Figure 1.6). Cependant, d'autres
systemes de classification sont proposés (par exemple, en utilisant les caractéristiques
fonctionnelles et structurelles des ETs (Arkhipova 2017), ces élements intégrant différents
types de genes nécessaires a leur transposition : helicases, integrases ou polymerases). Cela
pose de nombreux problémes quant a l'identification et a la classification des ETs, ces
problémes n’étant pas entierement résolue aujourd’hui, notamment en raison d’un biais
d’échantillonnage des espéces dans 1’arbre du vivant (Seberg and Petersen 2009; Arensburger,
Piégu, and Bigot 2016).
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Classification Structure TSD Code Occurrence
Order Superfamily

Class | (retrotransposons)

LTR Copia —»{ GAG AP _INT_RI _RH = 46 RLC P.M.FO
Gypsy —>{GAG AP R RH_INT p—> 46 RLG PM.F.O
Bel-Pao —>{ GAG _AP_RT _RH_INT }—> 46 RLB M
Retrovirus —> GAG AP RI RH INT ENV 3= 46 RLR M
ERY —{GAG _AF_RI__RH_INT _ENV_}—>~ 46 RLE M
DIRS DIRS »—{ GAG AP RT _RH YR |} 0 RYD PM.FO
Ngaro = GAG AP RTRH YR e iy = 0 RYN M.F
VIPER —>{TGAG AP _RT_RH YR jed-omfp™> 0 RYV o
PLE Penelope —p—{ RN | Variable RPP PM.FO
LINE R2 —{__ RN} Variable RIR M
RTE - APE___RT = Variable RIT M
Jockey —{—oRTHTARE R Variable Rl M
L1 Variable RIL P.M,FO
I Variable RII P.M,F
SINE tRNA —_———— Variable RST P.M,F
75L e Variable RSL P.M,F
55 - Variable RSS M.O
Class Il (DNA transposons) - Subclass 1
TIR Te1-Mariner T Taser = TA DTT P.M,FO
hAT »—{ Tase*  —= 8 DTA PM.FO
Mutator o Tase* 9-11 DTM EM.FO
Merlin »—{ Taze’ = 8-9 DTE M.O
Transib »—] Tase* 5 DTR M,F
p »—{ Taze = 8 DTP P.M
PiggyBac —{ Taze  — TTAA DTB M.O
PIF- Harbinger " Tace* ={ ORF | 3 DTH PM.FO
CACTA Pt Tase = ORF2 _H-t—a 2-3 DIC PM,F
Crypton Crypton —{ YR p— 1] DYC F
Class Il (DNA transposons) - Subclass 2
Helitron Helitron —{ RPA__ '~ VIHEL == 1] DHH F.M.F
Maverick  Maverick »—{ CINT_ M _AlP __p=r A4~ CvP - POLE |—= 6 DMM M.FO
Structural features

=3 Long terminal repeats P ——a Terminal inverted repeats == Coding region Non-coding region

=B Diagniostic feature in non-coding region =/ A Region that can contain one or more additional ORFs

Protein coding domains
AP, Aspartic proteinase APE, Apurinic endonuclease ATP, Packaging ATPase C-INT, C-integrase CYP, Cysteine protease EN, Endonuclease

ENV, Envelope protein GAG, Capsid protein HEL, Helicase INT, Integrase ORF, Open reading frame of unknown function
POL B, DNA polymerase B RH, RNase H RPA, Replication protein A (found only in plants)  RT, Reverse transcriptase
Tase, Transposase (* with DDE motif) YR, Tyrosine recombinase Y2, YR with YY motif

Species groups
P, Plants M, Metazoans F, Fungi O, Others

Figure 1.6 : Classification hiérarchique des différentes superfamilles d’éléments transposables proposée
par Wicker et al., (2007).

Les ETs présentent une trés grande diversité dans la structure de leur séquence et ont
éteé initialement séparés en deux classes selon la nature de leur intermédiaire de transposition
(Finnegan 1992). La classe | regroupe tous les rétrotransposons et les rétroposons dont la

transposition s’effectue au moyen de la production d’'un ARN reverse-transcrit en ADN
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complémentaire selon un mécanisme de type “copier-coller” utilisant une reverse
transcriptase/integrase. Les ETs de classe Il, les transposons, transposent directement via un
intermédiaire ADN selon un mécanisme "couper-coller" utilisant une transposase. Ces deux
classes peuvent étre subdivisees en ordres, superfamilles et familles selon différents critéres de
classification comme la structure moléculaire des ETs (nombre d’ORFs, nature des répétitions
terminales), la fonction et 1’organisation des domaines fonctionnels impliqués dans le
mécanisme de transposition, et/ou la présence de motifs signatures (comme le motif
« DD(35)E » de la transposase du principal groupe de transposons) (Capy et al. 2000).

Les ETs de classe I sont répartis en plus d’une vingtaine de superfamilles (d’apres
Wicker et al., 2007 et les bases de données Repbase (http://www.girinst.org/) et Gypsy
Database (http://gydb.org/)) et sont sub-divisés en cing ordres : les LINEs (Long Intersperced
Nuclear Elements) qui ne présentent pas de répétitions terminales, les rétrotransposons a LTR
(Longue Terminaison Répetee), les Pénélope (Penelope Like Element ou PLE) qui forment un
groupe a part car ils sont phylogénétiquement proches des LINES mais possedent des répétitions
terminales, et les rétrotransposons qui s’intégrent a I’aide d’une tyrosine recombinase et non
pas d’une intégrase.

Les ETs de classe Il (13 superfamilles) correspondent principalement aux ET constitués
d’une simple transposase (et plus rarement d’un second domaine codant) encadrés par des
Terminaisons Inversées Répétées (Figure 1.6).

En fonction de leur capacité a pouvoir se déplacer seuls, on peut aussi distinguer les
éléments autonomes des éléments non-autonomes. Ces derniers peuvent correspondre a des
copies ayant subi des mutations qui bloguent le mécanisme de transposition. Mais il existe aussi
des larges groupes d’¢éléments dégénérés qui ne présentent plus de domaine codant, tels que les
rétrotransposons SINEs (Short Intersperced Nuclear Elements) ou les transposons MITES
(Miniature Inverted-repeat Transposable Elements). lls sont définis comme des versions
tronquées et non autonomes d’ETs car ils sont mobilisables en trans (donc indirectement) par
les éléments autonomes complets et fonctionnels (Feschotte, Jiang, and Wessler 2002;
Feschotte et al. 2005; Feschotte, Swamy, and Wessler 2003). Un faible nombre d’éléments
autonomes peut étre responsable de ’activation et de I’envahissement du génome par des
formes non-autonomes (Feschotte et al. 2005; Jiang et al. 2018) et ont donc eux aussi un impact

sur le génome de leur héte.

-26 -


http://gydb.org/

Longtemps considérées comme des sequences egoistes et parasites des génomes, il est
désormais établi que les ETs ont un impact important sur la structure, la plasticité et le
fonctionnement des génomes au cours de 1’évolution (Wilhelm and Wilhelm 2001; VVolff 2004).
De par leur double caractéristique de séquences répétées et mobiles, ils constituent une source
majeure de la variabilité génétique des espéces sur laquelle les différentes forces évolutives
peuvent s’exercer. Chez ’homme, les ETs peuvent étre a I’origine de nombreuses pathologies
(Chénais 2015) comme la myopathie de Duchenne, la granulomatose septique chronique ou
encore certains cancers du cblon et des ovaires. Mais le génome hdte peut aussi recruter a son
avantage une ou plusieurs des fonctions des ETs dans le cadre de leur domestication moléculaire
(Bonnivard et al. 2009). Par exemple, chez les vertébrés, la fonction d’endonucléase d’ET a été
recrutée dans le cadre de la recombinaison V(D)J (Variable Diversity Joining), et permet la
reconnaissance d'une grande diversité de pathogenes par le systeme immunitaire (Kapitonov &
Jurka, 2005).

Les processus par lesquels les ETs ont influencé la trajectoire évolutive de certaines
espéces sont variés. Les changements phénotypiques adaptatifs associés aux ETs et les
mécanismes moléculaires par lesquels les changements génétiques sous-jacents se sont opéres
peuvent étre dis a : (i) de la domestication correspondant au recrutement avantageux par le
génome de I’hote d’une ou plusieurs des fonctions propres a un ET (pour revue Bonnivard and
Higuet 2009), (ii) de I’exaptation, adaptation sélective par laquelle la fonction du gene
appartenant initialement a un ET a été détournée (Joly-Lopez and Bureau 2018), (iii) la
régulation du geéne hoéte par transposition d’ET a proximité des genes affectant leur
environnement direct et donc leur transcription (Feschotte 2008), (iv) les remaniement
introniques et exoniques par I'intermédiaire d'ETs promouvant localement la recombinaison ou
encore (v) I’augmentation globale de la plasticité du génome (Wilhelm & Wilhelm, 2001, Volff,
2005).

Des nombreuses études de génomique comparative et fonctionnelle ont permis de mieux
comprendre le role des ETs sur la plasticit¢ du génome (modification du nombre de

chromosomes chez les plantes, remaniement structuraux, modification de la taille des génomes
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en fonction de la charge en ETs...) au cours de l'évolution adaptative des procaryotes
(Vandecraen etal. 2017) et des eucaryotes (Albertin etal. 2015; Grabundzija et al. 2016; Vicient
and Casacuberta 2017). Plus particuliérement, les études génomiques sur certains pathogenes
de plantes ont révélé a maintes reprises un modele d’évolution remarquable décrit comme des
"génomes fonctionnant a deux vitesses". Dans ces génomes, certaines régions a évolution rapide
sont enrichies en ETs, présentent une fréquence accrue de mutations de type singleton et
contiennent souvent des génes liés a la pathogénicité et aux interactions hote-pathogéene (Croll
and McDonald 2012; Raffaele and Kamoun 2012; Seidl and Thomma 2017). La contribution
significative des ET a la variabilité de ces régions a permis de conclure que les transposons
peuvent étre considérés comme la principale force motrice de I'évolution adaptative du génome
de ces pathogenes (Faino et al. 2016; Bao et al. 2017). La diversification génétique dans les
régions a évolution rapide est motivée par la variation structurelle par recombinaison et/ou
transposition aberrante, mais aussi par des mutations ponctuelles induites a répétition lors de la
transposition/réplication des ETs (Dong et al., 2015 ; Faino et al., 2016 ; Fudal et al., 2009 ;
Raffaele & Kamoun, 2012).

Lors de la réponse liée a un stress sur I’espece, la modification d’activité des mécanismes
de défense contre la mobilité des ETs peuvent faciliter les réponses adaptatives aux défis
environnementaux liés a la spéciation écologique (Capy 2012). L’augmentation de I’activité de
transposition des éléments peut étre une conséquence directe ou indirecte du stress. Certaines
séquences d’ETs identiques aux sites de fixation de ces activateurs de transcription dans la
région régulatrice de certains ETs. Chez le tabac, le promoteur de I’élément Tntl possede des
séquences régulatrices tres similaires a celles retrouvées dans des promoteurs de genes de
défense de la plante et qui sont activés en cas de stress (Grandbastien et al., 1996). Dans le cas
de ’Amibe Dictyostelium discoideum, le promoteur de 1’élément DIRS1 présente des
séquences régulatrices trés proches de motifs retrouvés dans des promoteurs des « Heat Shock
Protein ». La réponse au stress peut aussi étre plus globale et agir sur certains des mécanismes
qui répriment habituellement 1’activité des ETs. L’inhibition de ces mécanismes va alors
permettre aux ETs d’étre a nouveau mobiles et d’étre davantage susceptibles de modifier le
génome de maniére aléatoire lors de la réponse au stress. Cette variabilité transmise a la
descendance favoriserait une meilleure adaptation des organismes aux changements

environnementaux (Casacuberta and Gonzalez 2013).
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Un cas particulierement frappant de changement adaptatif médié par un événement
ponctuel de transposition est le polymorphisme de coloration des ailes de la phaléne du bouleau
. le phénotype adaptatif de "mélanisme industriel” de cette espéce a évolué par le truchement
d’une insertion intronique d'un transposon, entrainant une augmentation de 1'abondance de la

transcription du géne du cortex affecté (Hof et al. 2016 ; Figure 1.7).

>l ——a—//>X
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Figure 1.7 : Modification régulatrice de I'expression génique apres intégration d’un ET dans le premier intron
du géne du cortex chez phaléne du bouleau. L'insertion de I’ET affecte positivement 1'expression lors du
développement précoce de l'aile, générant un phénotype noir de la couleur de l'aile sélectionné positivement
dans une période de forte pollution au cours de la révolution industrielle.

Les génomes a deux vitesses semblent étre une solution évolutive élégante associée a
des changements fréquents dans certaines parties du génome et la conservation dans d'autres.
Toutefois, la question demeure de savoir comment une telle architecture génomique peut
évoluer par sélection naturelle. Il a notamment été proposé que la forte invasion d'ETs dans ces
génomes ait pu se produire pendant des périodes ou la taille effective des populations était
faible, par exemple en raison de goulots d'étranglement ou de périodes d'asexualité prolongée,
et que I’hétérogénéité au sein du génome de la sélection et du taux de recombinaison ait abouti
a une distribution bimodale des ETs observée dans ces génomes (Mdéller and Stukenbrock
2017).
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Figure 1.8 : Architecture génomique des dix plus grands scaffolds de I'assemblage du génome de C.
obscurior. Les diagrammes en barres montrent la densité des ETs (orange) et la couverture génique (vert)
dans des fenétres de 10 kb. Les barres noires indiquent I'emplacement des génes impliqués dans la perception
olfactive et le contenu en GC est indiqué sur la heatmap (premier cercle concentrique).

Une illustration de ce mecanisme est fournie par le cas de la fourmi invasive Cardiocondyla
obscurior, dont le génome présente une distribution bimodale des ETs. Le génome de cette
espece est peuplé d'accumulations d’ETs sous forme d’ilots (Figure 1.8), couvrant environ 7%
du génome et abritant aussi des génes soupgonnes d'étre particulierement importants dans la
localisation d’un habitat favorable pour fonder de nouvelles populations (Schrader et al. 2014).
Lors de la colonisation de nouveaux environnements, a fortiori par les especes invasives, les
populations peuvent subir un effet fondateur, conséquence d’une réduction considérablement
la taille effective de la population, diminuant ainsi la diversité genétique (Mayr, 1942). En
méme temps, les populations introduites font généralement face a des conditions
environnementales nouvelles exigeant une réponse adaptative malgre la capacité d'adaptation

réduite des petites populations génétiqguement homogenes. Dans le cas de Cardiocondyla, on
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soupconne que le stress environnemental a induit des transpositions massives ayant généré
relativement rapidement des variations génétiques héréditaires sur quelques générations,
facilitant ainsi 1’apparition de phénotypes adaptés localement. Curieusement, il existe d'autres
preuves empiriques impliquant des ETs dans le rayonnement adaptatif des primates (Pace and
Feschotte 2007), des chauves-souris (Platt et al. 2014) et des 1ézards Anolis (Feiner 2016). Chez
ces lézards, lors d’un « burst » de transposition, les ETs ont transposé particulierement au
voisinage des groupes de genes Hox, c'est-a-dire les régions génomiques qui sont associées a

des adaptations morphologiques a différents habitats chez ces especes.

1.4. Le milieu hydrothermal : un laboratoire a ciel ouvert pour étudier la
spéciation en profondeur

Distribuées en réseau continu a I’échelle du globe, les dorsales océaniques constituent la
plus grande chaine de montagnes et le plus grand systeme volcanique actif du systéme terrestre
(Macdonald et al., 1991). Cependant, les édifices hydrothermaux, conséquences de 1’activité
hydrothermale associée aux cellules de convection thermique entre le plancher océanique et le
réservoir magmatique situé sous 1’axe de la dorsale, sont distribués de facon hétérogéne selon
le degré de fissuration de ce plancher et la proximité de ce réservoir. Les premiéres
communautés associées a I’hydrothermalisme profond ont été décrites en 1977 par Lonsdale au
niveau de la Ride des Galapagos, puis le long de la dorsale du Pacifique Est (EPR). Ces
systemes thermochimiques singuliers trouvent leur origine au niveau des zones d’accrétion des
dorsales océaniques. Les zones d’émission les plus étudiées sont principalement localisées sur
I’ensemble de I’EPR (Hessler et al. 1988), plusieurs segments de la dorsale du Pacifique nord
(V. J. Tunnicliffe 1991), de la dorsale médio-Atlantique (Rona et al. 1986; Ondréas et al. 1997),
de la dorsale indienne (Van Dover et al. 2001), des bassins arriere-arc du Pacifique ouest
(Hessler et al. 1988; Jollivet, Chevaldonne, and Planque 1999) et de la dorsale Antarctique
(Rogers et al. 2012). Ces cheminées sont qualifiées d’oasis de vie en raison de leur particularité
en termes de productions microbiennes chimioautotrophes par contraste avec le désert de vie
que constitue le milieu abysssal profond. Ces zones actives sont colonisees par de fortes
biomasses d’animaux présentant pourtant une faible richesse spécifique et un fort degré
d’endémisme en raison de leur forte spécialisation aux environnements sulfurés et 1’extréme

fragmentation de cet habitat (V. J. Tunnicliffe 1991; Van Dover et al. 2002).
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Le fluide qui forme les cheminées hydrothermales résulte de ’infiltration de 1’eau de mer
dans les multiples fissures liées a la fracturation du plancher océanique pour aller s’échauffer
et s’enrichir en éléments métalliques au contact de la chambre magmatique sous-jacente. Cette
fracturation est due a I’activité sismique et tectonique associée a ces zones de tension. Le
réchauffement de I’eau de mer froide et dense (2 a 4°C ; pH 7,8) a plusieurs centaines de degrés
va entrainer au contact de la chambre magmatique une diminution de sa densité et sa remontée
sous pression dans le réseau de fissures/failles. En remontant, 1’eau et les roches environnantes
vont alors interagir pour créer un fluide qui va progressivement s’enrichir en éléments réduits
tels que H2S, CH4, CO2, SiO2, NH4*, s’acidifier et se charger en de nombreux éléments
métalliques (Mn?*, Fe?*, Li*, Cd?*, Cu?*, Zn?"). Lorsque ce fluide jaillit hors de la crolte
océanique, le brusque mélange entre 1’eau de mer froide et le fluide hydrothermal chaud (350°C
; pH 3,5 ; réducteur ; riche en métaux) entraine la précipitation de nombreux composés sous la
forme de sulfures polymétalliques en créant ainsi le panache caractéristique qualifié de
« fumeur noir ». Cette précipitation du fluide en sulfures polymétalliques et sulfate de calcium
permet la formation des cheminées hydrothermales et leur accroissement au cours du temps. La
composition chimique du fluide hydrothermal est tres variable d’un site a ’autre et dépend d’un
tres grand nombre de facteurs tels que la profondeur de la chambre magmatique, la nature des

roches (andésite vs basaltique), ou la présence ou non de sédiments (You et al. 1994).

La composition faunistique du milieu hydrothermal repose sur quelques taxons tres
spécialisés qui varie largement en genres et especes au sein et entre les grandes provinces
géographiques (V. J. Tunnicliffe 1991; V. Tunnicliffe, McArthur, and McHugh 1998; Van
Dover et al. 2002) (Tunnicliffe 1991, Tunnicliffe et al., 1998, Van Dover et al., 2002). La
composition faunistique de I’EPR est dominée en biomasse par les vers géants de la famille des
polychetes Siboglinidae tels que Riftia pachyptila, les bivalves Bathymodiolus thermophilus et
Calyptogena magnifica et les especes de polychetes Alvinellidae, telles que le ver de Pompéi
Alvinella pompejana (Desbruyeres & Laubier, 1980) mais aussi de nombreux gastéropodes de
petite taille, notamment les Lepetodrilidae et les Peltospiridae (Hessler et Smithey 1983, Fustec
et al., 1987) et des essaims d’amphipodes et de leptostracés (Dahlella caldarensis). La dorsale
du Pacifique Nord abrite une faune trés similaire a celle de ’EPR mais composée de genres
et/ou de familles proches, tels que le ver géant Ridgeia piscesae ou encore les polychétes

Alvinellidae Paralvinella sulfincola et P. palmiformis (Tunnicliffe et al., 1985, 1986). La
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composition faunistique du Pacifique Est contraste fortement avec celle moins diversifiée de la
dorsale médio-Atlantique. En plus des moulieres de Bathymodiolus azoricus et B.
puteoserpentis qui abritent de petits gastéropodes (Lepetodrilus atlanticus, Protolyra
valvatoides), s’épanouissent de véritables essaims de crevettes de ’espéce Rimicaris exoculata
qui recouvrent parfois certaines cheminées hydrothermales avec des gastéropodes Peltospiridae
(Desbruyéres et al., 2000). Egalement constituée de bivalves du genre Bathymodiolus (B.
brevior, B. septemdierum, B. elongatus), la faune hydrothermale des bassins arriére-arc du
Pacifiqgue occidental est dominée par des gastéropodes symbiotiques de grande taille
appartenant a la famille des Provannidae tels que Alviniconcha hessleri et Ifremeria nautilei
(Desbruyeres et al., 1994) dans lesquels est associée crevettes Rimicaris et tout un cortege de
petites espéces, dont de nombreux vers a écailles (Polynoidae) et des cirripédes sessiles et
pédonculés. Enfin, plus récemment, la faune hydrothermale de 1’océan Indien est constituée de
nombreuses especes apparaissant comme intermédiaires entre les zones Atlantique et Pacifique
ouest (Van Dover et al., 2001a), bien que certaines especes semblent endémiques de I’océan

Indien (comme le gastropode peltospiridae, Chrysomallon squamiferum : Lambert 2019).

En milieu abyssal, la majorité des especes est partiellement ou totalement suspensivore
ou détritivore du fait de la raréfaction des apports nutritifs provenant de la production de
surface. Concernant la reproduction des organismes abyssaux, on observe souvent une forte
asynchronie de la reproduction avec I’atténuation progressive de la saisonnalité des apports
nutritifs de surface (Dixon et al. 2006). De méme, 1’absence de lumiére au-dela de la couche
euphotique empéche la production primaire photosynthétique en profondeur et limite I’acceés a
cette ressource (pluies organiques) chez les especes bathyales ou abyssales. La modification
des parameétres physico-chimiques du milieu abyssal vers le milieu hydrothermal et ’adaptation
des animaux a la profondeur va se traduire par des pressions de sélection sur certains parametres
physiologiques. Par exemple, des adaptations respiratoires au sulfure d’hydrogéne et a
I’hypoxie ont été décrites a travers 1I’évolution d’une hémoglobine polyvalente capable de lier
réversiblement 1’02 nécessaire a leur propre respiration (Toulmond et al. 1990), mais aussi
I’adaptation de la chaine mitochondriale (Vetter et collégues), I’acquisition de mécanismes de
détoxification des sulfures (Powell et Somero), I’hypertrophie des surfaces branchiales et
’acquisition des symbioses. Le milieu hydrothermal est aussi caractérisé par une forte charge
en métaux lourds (Seyfried & Janecky, 1985) et en élements radioactifs (Kadko, 1996). Ainsi,
les annélides hydrothermaux sont capables d’accumuler dans leurs tissus des doses d’éléments

radioactifs mille fois supérieures a celles trouvées chez les organismes vivant dans des zones
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cotieres contaminées (Cherry et al., 1992). La faune hydrothermale dispose ainsi d’adaptations
physiologiques leur conférant une machinerie cellulaire trés performante, permettant de
renforcer le contrdle du cycle cellulaire, gérer le stress oxydatif (Dilly et al. 2012; Company et
al. 2010; 2008) et de réparer plus efficacement I’ADN (Pruski and Dixon 2003). Toutes ces
adaptations physiologiques résultent potentiellement de la sélection de mutations favorables
acquis trés tot lors de la colonisation de cet environnement particulier au niveau des génes
impliqués dans ces fonctions (Lorion et al. 2009; I. Boutet et al. 2009). On peut donc
logiquement en déduire que la fragmentation et I’instabilité des sites couplées a une distribution
en mosaique des micro-habitats qu’impose la décharge hydrothermale constitue un
environnement particulierement contraignant qui pourrait induire de fortes pressions de
sélection purifiante sur les espéces, et peut-étre favoriser une récurrence de balayages sélectifs
sur des caractéres déterminants associés a la survie et la reproduction des individus.
L’environnement devrait alors avoir un impact important sur la diversité génétique de ces

organismes selon 1’age et I’histoire évolutive de ces taxons et la taille de leurs populations.

1.4.2. Un milieu fragmenté et instable
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Figure 1.9 : Distribution globale des sites hydrothermaux. La carte montre I'emplacement des champs de
cheminées hydrothermales actives en eau profonde (profondeur de I'eau >200 m). Les dorsales sont colorées
en fonction du taux d’accrétion : tres lent (bleu foncé ; <20 mm par an), lent (bleu clair ; 20-50 mm par an),
intermédiaire (vert ; 50-80 mm par an), rapide (orange ; 80-140 mm par an) et super rapide (rouge ; >140
mm par an). Modifié d’aprés Dick (2019).
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Les champs hydrothermaux qui se distribuent le long d’une dorsale peuvent étre espaces
de plusieurs centaines de kilometres (Chevaldonne et al. 1997) et de nombreuses ruptures d’axe
(failles transformantes ou simples discontinuités géologiques) perturbent la linéarité de la
dorsale et la circulation des masses d’eau le long de la vallée axiale (Cannon and Pashinski
1990). Ces failles transformantes, perpendiculaires a I’axe principal de la dorsale, sont causées
par des mouvements de cisaillement liés a I’activité tectonique. Cela entraine un décalage latéral
de la dorsale et crée ainsi une réelle barriere physique a la dispersion des especes
hydrothermales lorsque les larves sont entrainées dans 1’eau de fond. Les segments de dorsale
se retrouvent donc isolés les uns des autres par des distances allant de 14 a 600 km (Macdonald
et al., 1991) et peuvent alors étre considérés comme des unités indépendantes entre lesquelles
le flux de génes serait limité par ces discontinuités géologiques et la distance inter-sites
(Chevaldonne et al. 1997; Breusing et al. 2016). Au sein d’un méme champ hydrothermal (de
I’ordre de plusieurs kilometres), la forte hétérogéneité dans la distribution des sites et leur durée
de vie peuvent influencer le fonctionnement des populations. La durée de vie des cheminées
dépend de la vitesse d’accrétion des dorsales océaniques et des événements volcaniques et
tectoniques actuels. Logiquement, plus la vitesse d’accrétion est rapide, plus le milieu est
instable dans le temps et dans I’espace. Les zones actives sont progressivement repoussées de
part et d’autre de la zone d’accrétion (sur une échelle de plusieurs millions d’années) et
entrainant le tarissement du flux hydrothermal jusqu’a I’arrét complet aboutissant a la
disparition des communautés animales. Cette dynamique, différente selon les dorsales (Figure
1.9), entraine un renouvellement régulier des habitats et des populations qui subissent des
phases d’extinction et de recolonisation récurrentes di au déplacement de 1’habitat (Jollivet et
al., 1999). Cette dynamique peut a long terme générer des isolements de populations ou des
contacts secondaires entre populations éloignées. Les sites associés a la dorsale médio-
Atlantique (dorsale ‘lente’) ont une durée de vie de plusieurs milliers d’années, puisque celle-
ci est considérée comme relativement stable du fait d’une faible vitesse d’accrétion : 10 a 40
mm/an, (Macdonald et al., 1991). A I’inverse, la dorsale Est-Pacifique est qualifiée d’ultra
rapide avec des vitesses d’accrétion de 90 a 162 mm/an (Naar and Hey 1989; DeMets et al.
1990). Le taux de renouvellement des sites y étant plus élevé que dans 1’ Atlantique avec des
déplacements d’activité de 1’ordre de 10 cm/an (Watremez et al., 1990), la durée de vie

moyenne des cheminées est alors de I’ordre de la centaine d’années (Lalou et al., 1985).
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La fragmentation de I’habitat induit une baisse de connectivité entre les populations, une
réduction de la taille efficace de celles-ci et par la méme occasion une diminution de la diversité
génétique des especes dans le cas ou la dispersion se fait a partir d’un nombre limité de larves
géneéralement issues de la méme population (modéle « Propagule pool ») (Johansson et al.,
2007). Mais dans un mode¢le métapopulation un site colonisé est le produit d’une immigration
de toutes les autres populations, la dynamique du systéme peut au contraire accentuer les flux
géniques sans quasi-perte de diversité (Slatkin 1977; Pannell and Charlesworth 2000), ce
modeéle est peu retrouve en milieux hydrothermal. Aussi, la phase larvaire pélagique est le seul
moyen qu’ont les espéces hydrothermales pour réussir a disperser entre sites le long de la
dorsale se situant par exemple au-dela d’une faille transformante. A 1’échelle d’un champ de
sites hydrohermaux, la migration de certaines espéces peut étre rendue possible a travers la
migration d’espéces vagiles (phorésie). La majorité des polycheétes et bivalves hydrothermaux
posseédent un cycle de vie bentho-pélagique incluant une phase larvaire (McHugh 1989; Comtet
and Desbruyeres 1998; Thiébaut et al. 2002). Trois paramétres principaux influent sur la
distance efficace de dispersion : (1) la taille des ceufs ainsi que leur développement
planctonotrophe/lecithotrophe ne constituent pas des outils prédictifs pour inférer une distance
de dispersion mais peuvent suggeérer des durées de vie larvaire plus ou moins importante, (2) la
fragmentation de 1’habitat hydrothermal joue un rdle certain mais n’a pas le méme impact selon
les espéces, (3) ’environnement et les conditions physico-chimiques jouent clairement un réle
dans le succes de recrutement des especes a une localité donnée et permettent probablement des
phénomeénes 1’adaptation locale a des microenvironnements selon la dynamique local de
I’activité hydrothermale. La dispersion passive de la larve peut se faire par le biais de la
dispersion des panaches hydrothermaux par les courants de fond le long des dorsales (L.
Mullineaux et al. 2002): formation de plumes hydrothermales pouvant s’étendre a 200 m au-
dessus du fond sur plusieurs centaines de kilometres. La dispersion active par la nage de la larve
semble négligeable (2 metres par jour chez R. pachyptila (Marsh et al., 2001) et 1,4 métres par
jour chez certains polychétes (Vic et al. 2018)) eu égard a la vitesse moyenne d’entrainement
des courants de fond (4,5 cm/s : Chevaldonné et al., 1997). Le déplacement des larves peut
néanmoins leur permettre de rejoindre les courants de fond, s’extraire des courants issus du
mélange entre le fluide hydrothermal chaud avec la colonne d’eau froide dans laquelle il est
injecté (L. S. Mullineaux et al. 2005; Kim and Mullineaux 1998). A I’inverse, les courants

perpendiculaires a I’axe de la dorsale constituent des barricres a la dispersion. En effet, dans un
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milieu aussi linéaire que le milieu hydrothermal, toute larve expulsée hors de 1’axe de la dorsale
par un courant latéral n’a que peu de chance de trouver un habitat favorable a sa métamorphose
(a I’exception des caldeiras de volcans actifs souvent situées le cas dans les bassins arriére-arc).
Les courants canalisés « dans I’axe » de la dorsale permettent une dispersion efficace sur de
tres longues distances (Mullineaux et al., 2005). En extrapolant les résultats obtenus sur la
physiologie de la larve (capacité a consommer ses réserves vitellines) des échinodermes
Antarctiques (-1,5°C), la durée de vie larvaire peut excéder un an (Marsh et al., 1999), on peut
supposer que des animaux hydrothermaux qui dispersent dans 1’eau de fond (2°C) pourraient
avoir une durée de phase larvaire retardée du méme ordre de grandeur. Une limitation a la durée
de dispersion larvaire semble aussi la dépense énergétique liée a la nage (Strathmann et al.,
2006), d’autant plus limitée que la majorité des larves d’organismes hydrothermaux sont
lecithotrophes (P. A. Tyler and Young 1999).

Des études en laboratoire (Marsh et al., 2001) et sur le terrain (Speer and Marshall 1995)
montrent qu’une larve dont la durée de vie pélagique serait d’un mois n’aurait que trés peu de
chance d’étre exportée a plus de 100 km de son point d’émission (Chevaldonné et al., 1997).
L’étude par modélisation menée par Xu et al., (Xu et al. 2018) sur la dispersion entre les sites
hydrothermaux de I’EPR entre 9°S et 10°S montre qu’au bout d’un mois la majorité des larves
a parcouru moins de 120km et que, dans ce cas précis, ’allongement de la durée de dispersion
de 10 jours augmente la probabilité de recoloniser le site natal du fait de 1’alternance des
courants dans cette zone. Il semble enfin que plus les larves passent de temps dans le courant
plus elles ont de chances d’étre balayées et exportée hors de la dorsale (Marsh et al., 2001)
voire subir la prédation du zooplancton/necton. Il semblerait exister un compromis évolutif
entre le fait de limiter la durée de la phase larvaire pélagique (et d’augmenter le nombre de
descendants recrutés a la future génération au sein de son site natal ou proche) et le fait de
disperser loin permettant de palier les risques d’extinction locale des sites hydrothermaux
(Pechenik 1999).

Selon le mode de reproduction et la stratégie dispersive de 1’espéce, les traits d’histoire
de vie ont un impact important sur le fonctionnement de la métapopulation et peuvent tant6t
promouvoir les flux de génes sur de longues distances, tantot la différenciation génétique a
faible échelle. 1l existerait donc un lien étroit entre les taux d’extinction/recolonisation et la
durée de vie larvaire permettant d’expliquer a la fois le maintien du polymorphisme et

I’homogénéité génétique des populations a grandes distances (Jollivet et al., 1999).
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1.5. Modzéles d’études et zones géographiques associées

1.5.1. La dorsale Est-Pacifique : role de la barriere équatoriale dans les
meécanismes de spéciation

Figure 1.10 : Carte bathymétrique de la dorsale Est-Pacifique. Source National Center for Environmental
Information.

La dorsale Est-Pacifique est une dorsale rapide a ultra-rapide caractérisée par une forte
segmentation (Macdonald et al., 1991). Cet axe est découpé en troncons séparés par des failles
transformantes d’ampleur variable selon leur proximité de la zone de subduction sous le
continent américain (Figure 1.10). La dorsale du Pacifique se révele étre un réseau hétérogene
et des études sur la répartition des especes et leur phylogéographie ont permis de mettre en
évidence une succession de barrieres a la dispersion (Figure 1.11 ; S. Plouviez et al. 2009;
Sophie Plouviez et al. 2010). Ainsi, du nord au sud, quatre grandes barriéres ont pu étre
identifiees :

(1) La barriére se situant au niveau de la zone de fracture de Riviera a été déterminée
par I’observation d’un cline de fréquences des haplotypes mitochondriaux chez le polychéte

Oasisia alvinae (Hurtado, Lutz, and Vrijenhoek 2004). 11 s’agit également de la limite nord de
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répartition pour de nombreuses especes comme la modiole Bathymodiolus thermophilus. Des
forts courants gyratoires (en bleu sur la Figure 1.11) au sein de cette région pourraient entrainer
les larves de certaines espéces hors de 1’axe de la dorsale,

(2) La barriere du Hess Deep ou point triple avec la ride des Galépagos : la région entre
la dorsale du Pacifique est et celle des Galapagos présente des caractéristiques hydrographiques
et topographiques (notamment I’enfoncement de la dorsale) pouvant créer une barriére a la
dispersion. Alors que certains complexes d’especes sont endémiques des Galapagos et des
différentes régions de I’EPR/dorsale Pacifique Antarctique comme le crabe Bythograea (B.
galapagensis/B. thermydron/B. laubieri/B. vrijenhoeki : Guinot and Hurtado 2003) ou le
complexe d’especes associé¢ a Lepetodrilus elevatus (Marjolaine Matabos and Jollivet 2019),
d’autres espéces sont retrouvées sur I’ensemble des dorsales du Pacifique est, mais avec des
flux de génes d’intensité et de symétrie trés variables (Won et al. 2003; M. Matabos et al. 2011,
S. Plouviez et al. 2009),

(3) Au niveau de I’équateur se trouve un fort courant profond qui génére un puissant
gyre lorsqu’il traverse 1’axe de I’EPR (en bleu sur la Figure 1.9). Ce gyre est soupgonné de
bloquer la dispersion des larves pélagiques pouvant expliquer les limites de répartition de
plusieurs espéces. Chez le polychete A. pompejana, les populations « nord » et « sud » sont
également réciproquement monophylétiques au niveau des séquences du gene mitochondrial
COl (Plouviez et al., 2010). En revanche, la distribution des especes Riftia pachyptila (Hurtado
et al., 2004) et B. thermophilus (Won et al., 2003) ne présentent pas de discontinuités
génétiques,

(4) La microplaque de I’ile de Paques, mise en place il y a environ 4,5 millions
d’années, est également considérée comme une barri¢ére a la dispersion (Won et al., 2003b,
Hurtado et al., 2004). Une étude sur plusieurs espéces de bivalves, mollusques et annélides
suggere également que la distance géographique est un role dans 1’isolement des populations
hydrothermales du Pacifique Oriental (EPR) (Vrijenhoek et al., 1998, Audzijonyte &
Vrijenhoek 2010). Il semble cependant que cet isolement par la distance soit principalement di
a la présence de barrieres physiques a la dispersion dds aux failles transformantes, courants
transversaux ou zones de moindre activité hydrothermale (Plouviez et al., 2009, 2010, 2013).
L’existence de barrieres aux flux de génes, au niveau de l’équateur et au niveau de la
microplaque de I’ile de Paques a été confirmée en s’appuyant sur I’étude de la composition
faunistique des sites le long de ’EPR (Matabos et al., 2011) et sur le séquencage du gene
mitochondrial Cox-l1 chez plusieurs espéces emblématiques de I’EPR (Won et al., 2003,

Hurtado et al., 2004, Plouviez et al., 2009, 2010, 2013). Ces barriéres sont séparées entre elles
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par des zones de transition ou les lignées géographiques sont remises en contact et peuvent
s’hybrider localement (Marjolaine Matabos et al. 2008; Sophie Plouviez et al. 2010; 2013).

1.5.2. Alvinella pompejana un cas contemporain d’allopatrie ?

130°W  120° 110° 100° 90° 80° 70°
I I I [

Alvinella pompejana

30°N

20°

10°

OO

Galapagos

10°

20°

30°S

1000 km
"

Figure 1.11: Carte de la dorsale du Pacifique Oriental sur laquelle sont représentés les sites
d’échantillonnage d’A. pompejana de part et d’autre de la barriére équatoriale aux flux de genes. Les encadrés
bleu et rouge délimitent les aires de distribution des populations au nord et au sud respectivement de la
barriére représentée en jaune (adaptée de Plouviez et al., 2010). Illustrations des deux espéces soeurs
Alvinella pompejana et Alvinella caudata. Source : Handbook of deep-sea hydrothermal fauna, Desbruyeres,
Segonzac & Bright (2006).
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L’effet structurant de la barriere équatoriale a été montrée chez I’annélide A. pompejana
entre les populations nord et sud de ’EPR (Figure 1.11 ; Hurtado et al., 2004, Plouviez et al.,
2009, 2010). L’¢étude du géne codant pour la phosphoglucomutase-1 (PGM-1) montre la
présence d’alléles distincts et divergents de part et d’autre de cette barriére laissant penser a un
isolement en allopatrie des populations de cette espéce (Alexis et al. 2019). L’annélide
polychete A. pompejana, ou ver de Pompéi, (Desbruyeres & Laubier, 1980, Desbruyeéres et al.,
1998) est I'une des especes emblématiques du milieu hydrothermal car considérée comme 1’une
des espéces les plus thermophiles du systeme hydrothermal (Cary et al. 1997; Ravaux et al.
2013; Chevaldonné, Desbruyéres, and Childress 1992). Nommée d’apres le bathyscaphe Alvin
ayant permis son observation premiére au niveau des sources hydrothermales de 21°N/EPR
(Corliss et al., 1980), le nom d’espéce pompejana fait référence a la ville antique de Pompéi en
Italie célebre pour avoir été recouverte par les productions de cendres d’une éruption du
Vésuve. Son espece-sceur et syntopique, Alvinella caudata (Figure 1.11) a initialement été prise
pour la forme juvénile de I’espéce pompejana lors de la premicre description de 1’espéce
(Desbruyeres & Laubier, 1980) mais les premiéres données géneétiques basées sur les
fréquences d’isoenzymes ont montré qu’il s’agissait de 2 espéces distinctes (Autem et al. 1985).
Les especes du genre Alvinella sont caractérisées par une association avec des bactéries
filamenteuses sur leur partie dorsale ou caudale et a I’intérieur de leurs tubes (Daniel
Desbruyeres and Laubier 1986). On suppose que cette épibiose est impliquée dans le recyclage
du carbone et la détoxification des métaux au sein du tube de I’animal. Ces espéces montrent
aussi des capacités de détoxification des composés sulfurés par oxydation au niveau des
branchies et des mécanismes permettant 1’excrétion des métaux lourds (D. Desbruyeres et al.
1998). Ces espéces sécrétent un tube au niveau de leur bouclier ventral dont on suspecte qu’il
permette de tamponner la température autour du ver (Chevaldonné & Jollivet, 1993). Les
animaux ont un comportement thermo-régulateur de va et vient dans leur tube mais en sortent
régulierement pour la reproduction. En effet, leur reproduction se fait téte béche et suggerent
une possible fécondation interne ou tout du moins a I’intérieur du tube des femelles (Storch and
Gaill 1986); Chevaldonné & Jollivet, 1993). Les males présentent en effet des appendices
hypertrophiés a la base des branchies pour s’apparier aux femelles et les femelles un pore génital
au niveau de la région céphalique associée a une spermatheque dans laquelle débouchent les
gonoductes (Pradillon et al. 2001). Leurs spermatozoides présentent une la morphologie
particuliere car leurs flagelles sont atrophiés (Jouin-Toulmond, Mozzo, and Hourdez, 2002)
indiquant une fécondation interne des ceufs. De plus, la taille des ovocytes matures de ces deux

especes (autour de 200um) laisse penser a un développement 1écithotrophe des larves menant
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a des larves erpochetes comme chez Paralvinella grasslei (B. Faure et al. 2007; Pradillon et al.
2001; Chevaldonne et al. 1997) ce qui favoriserait ainsi le recrutement local. Les ceufs, a
flottabilité négative (Pradillon, 2002), sont émis dans la colonne d’eau apres fécondation avec
une synchronisation des pontes entre femelles a partir des ovocytes matures accumulés dans les
oviductes (Faure et al., 2007) raccourcissant potentiellement la durée de dispersion larvaire. Le
temps de durée de vie larvaire nécessaire a 1I’échange d’un seul migrant par génération entre 2
sites a été estimé a 8 jours par modélisation en fonction de la fragmentation de 1’habitat
(Chevaldonné et al., 1997). Au regard de ces traits d’histoire de vie, I’attendu serait d’observer
un isolement par la distance entre les champs hydrothermaux. Pourtant, au nord de I’EPR les
populations d’Alvinella sont génétiquement homogénes (Jollivet et al., 1995). Potentiellement,
cela signifie que les larves peuvent effectivement disperser sur de grandes distances et/ou que
la dynamique biogéographique au sein et entre les sites permet des échanges entre populations
lorsque les champs et les sites se rapprochent géographiquement lorsqu’il n’y a pas de barriére
physique a la dispersion des larves et a la propagation des champs hydrothermaux (Jollivet et
al., 1999). A. pompejana est I'une des premiéres espéces a coloniser les cheminées
nouvellement formées (Pradillon et al. 2005). Ces cheminées sont alors des diffuseurs a
anhydrite (sulfate de barium/calcium) toxiques et poreux qui présentent des températures
supérieures a 100°C. En colonisant directement les parois des cheminées hydrothermales, il est
au plus prés des émissions hydrothermales non diluées et donc trés chaudes (et chargées de
composeés toxiques). Les conditions thermo-chimiques varient beaucoup entre cheminées selon
leur age, et I’espece est exposée a une large gamme de températures selon I’age des populations.
Les conditions thermo-chimiques d’une cheminée mature a conduits en sphalérite/chalcopyrite
relativement étanches sur lesquelles les générations se succedent et les individus se reproduisent
¢étant tres différentes de celles d’un diffuseur a anhydrite ou les premiers individus s’établissent
lors du premier événement de colonisation. La séparation des populations au niveau de la
barriere équatoriale (Figure 1.11) a été confirmée avec une approche de génomique de
populations utilisant des marqueurs ddRAD (Alexis Bioy, these de doctorat). Bien que
partiellement perméable, I’intensité de flux de génes entre les aires de distribution sud et nord
est largement limitée par cette barriére. Ainsi les populations d’A. pompejana se trouve
géographiquement en situation d’allopatrie présumée depuis un a deux millions d’années

(Plouviez et al., 2009, 2010).
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1.5.3. La dorsale médio Atlantique : une distribution continue de sites
hydrothermaux contrastés

Figure 1.12 : Carte bathymétrique de la dorsale médio-Atlantique et distribution des populations des espéces
de Bathymodiolus étudiées. Source : National Center for Environmental Information.

La dorsale médio Atlantique est limitée au nord par 1’Islande. Son émergence locale de
la créte de la dorsale est la conséquence d’une zone anormalement chaude du manteau sous-
jacent (Figure 1.12). A partir de ce point, s’enfongant vers le sud, I'axe de la dorsale médio
Atlantique est constitu¢ d’une vallée longitudinale (rift axial) presque continue large de 10 a 30
km, profonde de 2 km en moyenne et limitée par des failles normales. Le long d’un axe nord/sud
se distribuent différents sites hydrothermaux selon un gradient de profondeur allant de 800m a

4000m. Les modifications de géochimie notamment en lien avec la profondeur des sites et la
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nature des roches traversées jouent considérablement sur la nature des émissions
hydrothermales. Cette dorsale est divisée en deux parties : la dorsale médio Atlantique Nord
(NMAR ; Figure 1.13) et la dorsale médio Atlantique Sud (SMAR ; Figure 1.15) séparées au
niveau de la ceinture équatoriale. Les sites hydrothermaux de la NMAR les plus septentrionaux
ont été largement étudiés du point de vue de leur géologie, chimie, et écologie, et de nombreuses
espéces ont fait I’objet d’études physiologiques et génétiques en raison de leur accessibilité

depuis les Acores.

1.5.3.1. Ladorsale médio-Atlantique Nord
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Figure 1.13 : Carte de la dorsale médio-Atlantique Nord sur laquelle sont positionnés les sites
d’échantillonnage des 2 espéces sceurs de bathymodioles. Les encadrés bleu et rouge délimitent les aires de
répartition des 2 espéces le long d’un gradient de profondeur. La zone d’hybridation supposé des 2 espéces
au site Broken Spur est représenté en jaune (d’aprés Faure et al., 2009).

Le champ hydrothermal Menez Gwen est situé a 37°51'N (Figure 1.13) au niveau d’un
volcan émergent du plancher de la vallée axiale du point triple des Agores. Le site actif est situe
a une profondeur comprise entre 860 et 842 metres. Un fluide diffus est émis a 10-40°C au
niveau des dépdts hydrothermaux qui tapissent les pentes du volcan. Deux cheminées laissent

échapper un fluide clair dont la température est voisine de 280°C (Donval et al., 1994). Ce
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fluide est pauvre en H2S et sans méthane avec de faibles chlorinités et des teneurs en métaux
tres faibles associés a une séparation de phase quasi-compléte du fluide en sub-surface (Charlou
et al., 2000). La faune est composée par I’espece Bathymodiolus azoricus (large mouliére de
plusieurs centaines de milliers d’individus) (Figure 1.14), les gastéropodes Lepetodrilus
atlanticus et Protolyra valvatoides et de nombreux carnivores bathyaux opportunistes
(Desbruyeres et al., 2001).

Localisé a une profondeur plus élevée de 1700m, le site de Lucky Strike situé a
37°18N s’étend autour d’un lac de lave sur prés de 150 000m? et abrite une vingtaine de
cheminées desquelles émergent un fluide particuliérement chargé en méthane et pauvre en
sulfure avec de faibles teneurs en métaux bien que le fluide soit enrichi en Barium (Charlou et
al., 2000). Le cheminées (avec des fluides a plus de 330°C) sont recouvertes a leur sommet par
des essaims de crevettes aveugles Rimicaris exoculata et a leur base par un tapis dense de B.
azoricus, auquel est associé le crabe Segonzacia mesatlantica et méme cortége d’espéces de

petite taille que celui trouvé sur le site Menez Gwen (Desbruyeres et al., 2001).

Le champ hydrothermal Rainbow situé a 36°13°N est le site le plus profond des 3 zones
actives du point triple des Acores avec une profondeur de 2250 m. Il couvre une surface de 250
meétres de long sur 60 métres de large. Une vingtaine de cheminées actives de grande taille
(dizaines de métres, un des édifices emblématiques ayant été appelé « Cathédrale » a juste titre)
ont été localisées dans la zone, avec des fluides noirs dont la température peut dépasser 350°C.
La particularité de ce site provient de I'affleurement de roches du manteau terrestre provoquant
un hydrothermalisme de type ultramafique. Ces roches sont la source d'un fluide tres acide,
fortement chargé en hydrogéne, en méthane et extrémement riche en métaux lourds, notamment
en Fe?* (Douville et al. 2002). La faune est essentiellement dominée par des essaims de la
crevette aveugle Rimicaris exoculata. L’espéce Bathymodiolus azoricus est présente sur les
parois de quelques cheminées et I’on retrouve aussi des individus de grandes tailles ensevelis
dans des sediments de sulfures de fer oxydés ou formant des tapis en aval des cheminées. Des
agrégations de moules de petite taille ont été observés en 2013 (campagne Biobaz) et 2018
(campagne Transect) indiquant qu’un recrutement important de post-larves est actuellement en

cours dans cette zone.
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Bathymodiolus azoricus 1cm— || Bathymodiolus puteoserpentis  1cm_—

Figure 1.14 : Photo des holotypes des espéeces B. azoricus et B. puteoserpentis. Source : Handbook of deep-
sea hydrothermal fauna, Desbruyeres, Segonzac & Bright (2006).

Le champ d’hydrothermalisme basaltique du site Broken Spur localisé par 3100 m a
29°10°N se situe en limite d’aire de répartition de B. azoricus (au nord) et B. puteoserpentis (au
sud ; Murton et al., 1995) (Figure 1.14). Ce site serait le lieu supposé de I’hybridation entre B.
azoricus et B. puteoserpentis (Won et al. 2003; O’Mullan et al. 2001; Won et al. 2003; Baptiste
Faure et al. 2009). La position géographique de ce site est charniére dans 1’étude de la
connectivité le long de la dorsale puisque la seule barriere a la dispersion connue sur la dorsale
meédio-Atlantique semble étre la zone de faible activité voire inactive situés entre Broken Spur
(29°10°N) et Rainbow (36°13°N). Il faut néanmoins noter que la dorsale médio-Atlantique est
fortement entaillée par des failles transformantes générant de forts décalages entre segments,
notamment entre les sites TAG (26°08°N) et Snake Pit (23°23’N) avec la fracture de Kane et
vers la ceinture équatoriale entre Logatchev (14°45°N) et les sites 5°S et 9°S hydrothermaux
situés plus au sud et separés par les transformantes de Romanche et de Vema. Les émissions
hydrothermales ont une composition proche des émissions du Pacifique est avec un fluide de
faible pH (<3) enrichi en Hz2S, Hz, Fe et Mn, une faible chlorinité et avec de fortes teneurs en Li
(Demina et al. 2013; James and Elderfield 1996).

Le site Snake Pit est situé au niveau de l'intersection sud de la dorsale avec la fracture
de Kane (3480m, 23°23°N). Des dragages effectués sur le flanc du site indiquent différentes
compositions du plancher océanique associant serpentinites d’une part et des basaltes, d’autre
part ayant une incidence sur la composition des fluides. Seule la partie nord est
hydrothermalement active et récente (Karson and Brown 1988; Mével et al. 1991; Gente et al.

1991; Mevel 1988). Deux types de cheminées peuvent étre observés : les cheminées a conduit
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ouvert, principalement constituées d’anhydrite, d’isocubanite et de chalcopyrite, et les
diffuseurs, qui sont les plus nombreux, et constitués d’un assemblage complexe de pyrrhotite,
isocubanite sphalérite et pyrite. Les moules B. puteoserpentis forment une mouliere unique a la
base de la cheminée Elan (Segonzac and Laurent, n.d.). On y retouve aussi les gastéropodes
peltospiridés, les crevettes Mirocaris fortunata, Alvinocaris et R. exoculata (Gebruk et al.
2000). Décalé au nord de la fracture de Kane par 135 km, se trouve le site TAG, premier site
découvert sur la dorsale, il a permis la premiere description des crevettes R. exoculata. A
I’inverse malgré un effort de recherche conséquent lors des campagnes océanographiques,

aucune mouli€re n’a été décrite sur ce site jusqu’a présent.

A 3080m, le champ hydrothermal Logatchev (14°45°N) inclut 3 sites hydrothermaux
aux caractéristiques différentes : un site composé de monticules de sulfures avec des cratéres
fumants, un site comprenant un réseau de cheminées actives type « fumeur noir » et, un
troisieme site composé de seédiments meubles d’ou s’échappe un fluide diffus. Un
hydrothermalisme de type ultramafique associé a des roches enrichies en péridotites constitue
I’une des signatures du site Logatchev, qui le rapproche, de par la composition de son fluide,
aux émissions hydrothermales du site Rainbow (36°14'N, MAR) (Schmidt et al. 2007). Ce
fluide qui n’a pas subi de séparation de phase est fortement enrichi en métaux (Mn, Fe?*) et
dépourvu de Li?* (signature des roches basaltiques) et présente de fortes concentrations en
méthane (3.5 mM) et Hz (19 mM) (Schmidt et al., 2007). Les peuplements sont composés de
bivalves Vesicomyidae et d’essaims de crevettes Rimicaris exoculata. L’espéce B.
puteoserpentis y forme un tapis dont la biomasse observée est la plus importante sur la dorsale
meédio-Atlantique (Gebruk et al., 2000). Il convient néanmoins de noter que les mouliéeres
formées par B. puteoserpentis sont nettement moins grandes et denses que celles formées par

B. azoricus au niveau du point triple des Acores.
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1.5.3.2. Ladorsale médio-Atlantique Sud
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Figure 1.15 : Distribution des populations de Bathymodiolus ssp. le long de la dorsale médio Atlantique au
nord de I’équateur en bleu et au sud en rouge. La carte bathymétrique en couleur des sites 5°S et 9°S est
présentée dans 1’encadré turquoise. (Karina van der Heijden et al., 2012) ; MG : Menez Gwen, Rb :
Rainbow, LS : Lucky Strike, BS : Broken Spur, SP : Snake Pit, Lo : Logatchev, GoM : Golf du Mexique,
Golf du Congo, Bb : Prisme d’accrétion de la Barbade.

Dans I'océan Atlantique équatorial, un certain nombre de grandes failles transformantes
interrompent la dorsale médio-Atlantique. La plus grande est la faille de Romanche, qui
s’enfonce a 7370 m de profondeur (Heezen and Hollister 1964) et crée un décalage
perpendiculaire de 935 km a I’axe de la dorsale. Cette faille constitue la zone de délimitation
des dorsales médio-atlantiques Nord (NMAR) et Sud (SMAR) (Figure 1.15) et constitue a la
fois une barriere physique a la dispersion le long de la dorsale et un lieu de circulation profonde
entre les bassins de I’Amazone et du Zaire. Les effets d'un décalage important de la dorsale,
d'une topographie de tranchée prononcée et des courants traversant ce systeme de failles

transformantes empécheraient la dispersion larvaire le long de 1’axe de la dorsale (Roy et al.
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2007; Van Dover 1995). Une premiére hypothése a été émise, considérant que la ceinture
équatoriale délimite 2 zones biogéographiques hydrothermales distinctes associées aux régions
NMAR et SMAR, et que les communautés de la SMAR puissent étre plus proches des
communautés de la dorsale indienne (SWIR) (Van Dover et al., 2002). Alternativement, les
courants transversaux de part et d'autre de I'axe pourraient fournir un passage ouest-est pour les
espéces des zones de suintements froids tres apparentés a celles des sources hydrothermales et
les failles transformantes pourraient constituer des conduits permettant de maintenir un flux de
génes le long de la dorsale (\Van Dover et al. 2002; Paul A. Tyler and Young 2003). La seconde
hypothése semble la plus vraisemblable au regard de la composition des communautés des
suintements froids trés similaires des deux cotés de I'Atlantique (Olu-Le Roy et al., 2007).

En 2011, un nouveau champ de cheminées hydrothermales a été découvert sur le SMAR
a 2290 m sur la zone hydrothermale 5°S (sites Golden Valley, Clueless, et Wideawake) et a
1590 m sur la zone hydrothermale 9°S (site Lilliput) (Figure 1.15). Ces sites présentent une
signature hydrothermale caractéristique d’un environnement basaltique avec des fluides tres
enrichis en H2S mais dépourvus en méthane et Hz, les concentrations en Hz étant neanmoins
plus importantes a 9°S (Perner et al. 2011). Les premiéres analyses faunistiques de ces sites ont
montré que les communautés observées étaient trés semblables a celles de la dorsale nord, les
principales especes étant les crevettes R. exoculata, les crabes Segonzacia mesatlantica et les
moules Bathymodiolus aff. Puteoserpentis (van der Heijden et al. 2012). Néanmoins la
reconstruction de la phylogénie des bathymodioles en utilisant le géne COIl a montré une
séparation nette des différentes populations le long de la dorsale avec des distances génétiques
souvent du méme ordre de grandeur que celles trouvées avec 1’espéce B. boomerang présente
dans les zones de suintements du prisme d’accrétion des Barbades et du Golfe du Zaire (Van
der Heijden et al., 2012). Ces données suggérent des barrieres aux flux de génes entre les
espéces supposées de bathymodioles (B. azoricus, B. puteoserpentis, B. boomerang, B. sp 5°S,
B. sp 9°S, B. heckerae). Néanmoins, I’analyse génétique a également montré que les moules du
sites 5°S étaient plus proches de I’espéce B. puteoserpentis alors que les moules du site 9°S
(donc le plus méridional) étaient plus proches de B. azoricus. Ces similitudes n’ont pas été
confirmées sur le génome nucléaire (Van der Heijden, données non publiées) et suggére que la
plus forte identité génétique du gene mitochondrial pour les espéces les plus éloignées de la
dorsale (B. azoricus vs B. 9°S) pourrait s’apparenter a une convergence évolutive du génome
mitochondrial vis-a-vis de la profondeur, ces 2 espéces étant situes a des profondeurs inférieures
a 2000 m.
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Au sein des communautés hydrothermales et des zones de suintements froids, les moules
de la sous-famille des Bathymodiolinae sont présentent et dominent a I’échelle du globe. Bien
que la matiére en suspension, source de nourriture des moules cotieres Mytilidae, soit rare en
profondeur, le couplage d’un systeme de filtrage efficace et d’'une endosymbiose performante
au sein des mémes branchies chez les bathymodioles (Fiala-Medioni and Le Pennec 1987;
Fiala-Médioni et al. 1986) explique le succes écologique de cette espéce a large échelle (Fisher
et al., 1987). Ce régime mixotrophe est donc, pour la partie symbiotique, assuré par des
bactéries chimiosynthétiques vivant dans des bactériocytes au sein des cellules branchiales. Les
ancétres communs aux especes ayant colonisé les sources hydrothermales semblent étre
originaires de zones de suintements froids présents dans 1’environnement bathyal et abyssal et
d’environnements de type ‘bois coulés’ souvent moins profonds (Distel et al. 2000; Isabelle
Boutet et al. 2009; Samadi et al. 2007). La datation de cette colonisation permet de supposer
qu’elle pourrait faire suite aux extinctions massives lors de phases anoxiques de I’océan profond
durant I’Eocéne (Jacobs and Lindberg 1998). Dans ce cas, les bois coulés, os de baleines et sites
bathyaux réduits auraient pu constituer des habitats relai efficaces (Distel et al., 2000). Cette
conclusion repose cependant sur la phylogénie effectuée sur les espéces Atlantique
principalement mais pourrait étre différente dans les autres provinces biogéographiques.
L’habitat ancestral, hydrothermal ou suintement froid, n’a pas pu étre déterminé , notamment
car des donnees phylogénétiques du Pacifique Ouest contredisent les conclusions atlantiques
(Smith & Baco, 2003). On ne peut pas non plus exclure que des évenements de reversions
d’habitats (hydrothermal vers suintements froids) aient pu se produire dans certaines lignées de
bathymodioles Atlantiques (Won et al., 2003b).

En contexte hydrothermal, les mytilidae du genre Bathymodiolus sont présents sur
I’ensemble des champs hydrothermaux de la ride médio-Atlantique, sur une partie de la dorsale
du Pacifique Oriental (de 13°N a 37°S), sur la ride des Galépagos, dans les bassins arriére-arc
du Pacifique Ouest et dans 1’océan Indien au niveau du point triple de Rodriguez (Van Dover
et al., 2002). Malgré un nombre d’études unique dans I’histoire de I’exploration de 1’océan
profond, les contraintes logistiques font que nous sommes encore bien loin de connaitre la
distribution exacte, la composition et le fonctionnement des communautés hydrothermales. Au
niveau de la dorsale médio-Atlantique, la modélisation de la dispersion des bathymodioles

suggere D’existence de sites « fantdbmes» (non localisés), suintements froids ou sites

-50 -



hydrothermaux décalés de la vallée axiale permettant de maintenir le flux de genes entre sites
distants de plusieurs centaines de kilomeétres (Breusing et al., 2016). Certaines zones ont fait
I’objet d’études approfondies et de suivis temporels (sites atelier 13°N et 9°50N/EPR,
Observatoire Venus sur la ride de Juan de Fuca, Observatoire Momar sur le point triple des
Acores) qui ont permis de mettre en évidence que le milieu hydrothermal est soumis a une trés
forte instabilité temporelle liée au volcanisme effusif (épanchement de laves recouvrant de
nombreuses zones actives : (V. Tunnicliffe etal. 1997; Haymon et al. 1991)Haymon et al., 1991
et Tunnicliffe et al., 1997) ou a une forte activité tectonique (Jollivet 1993). Cette instabilité de
I’habitat et sa fragmentation a toutes les échelles d’espace affectent grandement le
fonctionnement des populations, leur degré d’interaction et la composition spécifique de ces
communautés.

Au niveau de la dorsale médio-Atlantique, les populations de bathymodioles
hydrothermales sont donc distribuées le long d’une dorsale qui s’enfonce progressivement du
point triple des Agores (800 m) a 1’équateur (Site Achadze, 4000 m). Cet enfoncement
s’accompagne de modifications au niveau de la composition chimique des fluides selon que la
nature des roches sous-jacentes soit basaltique ou ultramafique. Or, les conditions
environnementales et les communautés d’espéces varient fonction de la profondeur et de la
nature chimique des sites. La pression hydrostatique (pression de I’eau) pourrait exercer une
pression de sélection forte sur les espéces car aucune espece n’est adaptée a des amplitudes de
pressions allant de quelques atmospheres jusqu’a plusieurs centaines d’atmospheres. Des
travaux sur les poissons abyssaux ont pu en effet montrer des clines de fréquences alléliques en
relation avec la profondeur (Siebenaller and Somero 1978). La pression liée a la profondeur va
également jouer sur la composition chimique des fluides en modifiant la solubilité des gaz
comme par exemple le méthane, CO2 et Hz, ces gaz ayant une importance capitale dans le
fonctionnement des endosymbioses et la calcification des coquilles Cette modification de la
composition chimique de I’environnement va avoir un impact direct sur 1’adaptation des
organismes, notamment au niveau des processus de détoxication, et, sur leur plasticité
physiologique notamment en termes de symbioses. L’analyse multilocus de la divergence entre
B. azoricus et B. puteoserpentis réalisée par Faure et al., (2009) démontre une forte variabilité
du signal phylogénétique entre locus qui pourrait s’expliquer par un tri incomplet des lignées
généalogiques a certains locus ou a un rajeunissement du coalescent di a I’arrivée d’alléles
d’une espece dans I’autre (introgression d’alleéles) suite & un contact secondaire et de
I’hybridation entre ces espéces. En effet pour certains d’entre eux tous les alléles sont partagés

et aucune divergence n’est observable, alors qu’au contraire deux locus (CO1 et SAHH pour S-
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Adenosylhomocystéine-hydrolase) présentent une divergence marquée. L’analyse bayésienne
de ces données a 1’aide d’un modé¢le d’isolement de populations avec migration a permis de
mettre en évidence I’existence d’un flux génique asymétrique entre les deux especes qui serait
associ¢ a un niveau d’introgression variable entre locus caractéristique d’une barriére semi-
perméable aux flux de génes (Bierne et al., 2003b). Cependant, il serait également possible que
le temps de séparation des 2 espéces ne soit pas suffisant pour avoir permis le tri complet des
lignées alléliques (T= 4Ne.p) et que les locus ayant accumulés de la divergence (T= 2p.t) soit
en fait le reflet d’un effet sélectif positif associ¢ au gradient d’habitats rencontrés par 1’ancétre
commun a ces especes (spéciation parapatrique). L’analyse menée par Faure et al., (2009) n’a
pas permis de définir de fagon satisfaisante si I’introgression d’alléles azoricus dans le génome
de puteoserpentis était récente (contact secondaire) ou progressive (tri incomplet des lignees et
différenciation sélective des lignées selon I’habitat). Ces résultats laissent supposer que les
deux espéces pourraient avoir évoluer dans un schéma de parapatrie méme si des contacts
secondaires ont pu avoir sporadiquement lieu entre les espéces apres un événement premier de

spéciation allopatrique.

1.6. Obijectifs de la these

Le présent travail de thése vise a mieux comprendre I’action d’un environnement
hypervariable et fragmenté tel que le milieu hydrothermal profond, sur les mécanismes de
spéciation et spécialisation des espéces qui lui sont associées. Dans cet environnement tres
particulier, le moteur de la spéciation est-il déterminé par de 1’isolement géographique lié au
morcellement de I’habitat ou par la sélection divergente pouvant s’exercer a partir des
mosaiques d’habitats générées par la dynamique spatio-temporelle des émissions. Cette thése a
donc pour ambition d’examiner I’architecture génomique de la divergence sur deux complexes
d’espéces hydrothermales emblématiques actuellement en cours de spéciation, le ver de Pompéi
(Alvinella pompejana) en situation d’allopatrie et les moules (Bathymodiolus
azoricus/puteoserpentis/5°S sp. nov.) en situation complexe mélangeant parapatrie et allopatrie
avec contacts secondaires et hybridation. Toutes ces espéces présentent une distribution
fragmentée de leurs populations avec isolement par la distance. A. pompejana vit sur les parois
des cheminées de la dorsale Est-Pacifique dans un environnement globalement homogéne a
I’échelle de la dorsale mais particuliérement fluctuant a I’échelle locale (Zbinden et al. 2003).

A I’inverse, B. puteoserpentis, B. azoricus et B. 5°S sp. nov. se distribuent le long de la dorsale
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médio-Atlantique suivant un gradient de profondeur (800-3600 m) et sur des sites ayant des
caractéristiques physico-chimiques différentes (Charlou and Donval 2012) et s’hybrident
localement (Won et al., 2003a, Faure et al., 2009).

La premicere partie de ce travail de thése a pour but de comparer 1’action génomique de
la spéciation le long du continuum de spéciation. L’objectif est d’appréhender le role relatif de
I'isolement géographique et de la sélection de I'habitat dans la formation de I'architecture de la
divergence génomique chez les vers Alvinella aux stades précoce (en allopatrie) et avancé
(adaptation et renforcement en sympatrie) de la spéciation. Pour cela, nous avons examiné le
nombre, la fonction et la distribution des principaux génes divergents et des génes sous sélection
positive entre les populations nord et sud d'A. pompejana puis entre A. pompejana / A. caudata.
Dans le modele de spéciation allopatrique précoce, nous recherchons plus particuliérement
genes a évolution rapide impliqués spécifiquement dans des fonctions liées a l'isolement
reproductif telles que la reconnaissance des gameétes, les incompatibilités cyto-nucléaires ou les
troubles immunitaires chez les hybrides. A I’inverse dans le modéle de spéciation sympatrique
tardif, malgré une divergence globale élevée, nous recherchons les génes sous sélection positive
dont les fonctions pourraient expliquer la spécialisation écologique entre A. pompejana / A.
caudata. Enfin, nous avons cherché a déterminer en quoi les schémas de divergence different
entre le stade précoce et le stade avancé de la spéciation en I’annotation des génes a la

cartographie des Tlots de spéciation le long du génome.

En utilisant la méme approche méthodologique, dans la seconde partie, nous avons
cherché a mieux comprendre I'émergence et le maintien de plusieurs espéces cryptiques de
Bathymodiolus en lien avec la dynamique de la colonisation de la dorsale et aux pressions
écologiques liées aux nombreuses différences chimiques entre les sites hydrothermaux et le
gradient de profondeur. Le but était de comprendre quels mécanismes sont a 1’origine de la
division initiale de la lignee atlantique des moules Bathymodiolus. En comparant trois especes
de moules inféodées a des sites trés contrastés au niveau de leurs parameétres géochimiques,
nous avons cherché a savoir quelles voies métaboliques et traits d’histoires de vie étaient sous
sélection positive. Nous avons ensuite cherché a déterminer si les barriéres au flux de géenes
¢taient liées a I’adaptation ou a I’isolement reproducteur. Cette approche devrait nous permettre
d’identifier les mécanismes de spéciation qui prévalent a I’heure actuelle dans nos deux

modeles, de déterminer la date de 1’isolement entre populations/espéces, de mesurer la force de
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la sélection et mécanismes de I’isolement face au flux de génes a partir du positionnement des
divergences (adaptative ou non) dans le génome.

L’¢étude des modifications d’architecture des génomes lors de la spéciation abordée dans
les deux premieres parties repose sur le fait que le génome est plastique et hétérogene. Cette
caractéristique est primordiale pour expliquer la présence et le maintien d’éléments
transposables dans le génome. La derniére partie de ce travail de thése propose de considérer
plus largement la dynamique des ETs au sein des génomes lors de la diversification d’un
phylum. En effet, pour appréhender plus en détails le réle des ETs dans le processus de
spéciation, il est fondamental de comprendre leur dynamique, i.e. leur capacité a se diversifier,
a envahir et a se maintenir au sein d’un phylum, et a s’amplifier au sein des génomes. Nous
nous sommes donc intéressés a la diversité d’une superfamille d’éléments — les rétrotransposons
a LTR —au sein de nos deux modeles : les annélides et les mollusques. Dans cette superfamille,
trois clades sont majoritaires, et leur étude au sein des crustaces et des champignons a démontré
qu’ils présentent chacun une dynamique propre associée a un succes évolutif différent. Par
I’annotation et 1’étude de leur diversification, cette partie constitue une premiere étape
nécessaire pour présumer du role des éléments transposables dans la spéciation qu’elle soit
allopatrique ou écologique en identifiant notamment les contraintes génomiques liées a une

présence importante d’ETs.
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CHAPITRE 2

Structuration genomique de la divergence dans
les stades précoces et tardifs de la spéciation au
sein des vers hydrothermaux thermophiles
Alvinella
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CHAPITRE 2

Structuration genomique de la divergence dans les stades
precoces et tardifs de la spéciation au sein des vers
hydrothermaux thermophiles Alvinella

2.1. Contexte et résumé de I’étude

Les chapitres 2 et 3 de ce travail de these ont pour objectif de caractériser le role relatif
de l'isolement géographique et de la sélection par I'hnabitat dans structuration de la divergence
le long du génome afin de déterminer si I’architecture génomique peut refléter le mode de
spéciation en cours (allopatrie, parapatrie ou sympatrie) et son stade d’évolution. Pour cela,
nous avons entrepris une étude des signatures d’évolution moléculaire des génes impliqués dans
la séparation plus ou moins aboutie d’especes appartenant a 2 grands taxons emblématiques des
sources hydrothermales profondes : les polychétes du genre Alvinella et le complexe d’espéces

atlantiques au sein du genre Bathymodiolus.

L’évolution moléculaire des génes, et par extension les génomes - a travers la fixation
d’alleles et I’accumulation de nouvelles mutations au cours de la séparation des espéces -
permet de déterminer si les changements observés entre espéces sont dus a des processus
neutres ou sélectifs, et donc d’évaluer le role de I’environnement dans la formation de nouvelles
espéces. Différentes méthodes ont été développées pour détecter les locus sous sélection en se
basant sur 1’étude des régions codantes des génomes. Le principe de certains tests est de
comparer le nombre de changements synonymes et non-synonymes (Nei and Gojobori 1986)

en fonction du nombre de sites, respectivement disponibles. Lorsqu’une mutation apparait dans
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une séquence codante d’ADN, le code génétique étant redondant il y a deux possibilités : elle
peut entrainer ou pas un changement dans la séquence protéique. Si le changement d’acide
nucléique n’entraine pas de changement d’acide aminé on parle de mutation synonyme, dans le
cas contraire on parle de mutation non-synonyme. Les changements synonymes sont considérés
comme neutres (méme si elles dépendent de ’'usage du code et peuvent influer sur I’efficacité
de la traduction, cf Eyre-Walker 1996) et permettent d’estimer un taux d’évolution du géne (ou
du génome) qui soit proportionnel au temps passé entre 2 événements de spéciation. Les
changements non-synonymes quant-a-eux peuvent étre tantdt avantageux ou neutres mais le
plus souvent deléteres et sont donc sous I’emprise de la sélection positive ou négative. Le ratio
entre les taux de substitutions synonymes (ds) et non-synonymes (dn), ou dn/ds (aussi noté ),
permet ensuite d’estimer si ces taux évoluent a la méme vitesse en générant plus ou moins de
remplacements non-synonymes par rapport aux synonymes. Si aucune pression de sélection
n’agit sur le géne alors on s’attend a voir autant de remplacements non-Synonymes que
synonymes et dn/ds = 1. Les mutations non-synonymes qui apparaissent dans un géne codant
pour une protéine ‘optimisée’ du point de vue de sa structure 3D et de sa fonction ont le plus
souvent un effet délétere, et sont donc éliminées par la sélection naturelle dés leur apparition
dans les populations naturelles. Ils sont donc présents a trés faible fréquence dans le
polymorphisme et la divergence des espéeces. Les valeurs de dn/ds sont donc nettement inférieur
a 1 chez la plupart des especes et évolue souvent autour de 0,3 (Mikkelsen 2011; “Genome
Sequence of the Brown Norway Rat Yields Insights into Mammalian Evolution” 2004;
“Evolution of Genes and Genomes on the Drosophila Phylogeny” 2007; Gaut et al. 2011), ce
qui indique que le géne est sous sélection purifiante. Enfin, si les mutations non-synonymes
confeérent un avantage a I’espece pour une protéine donnée, elles s’accumulent alors dans le
gene, peuvent rapidement se propager dans la population pour s’y fixer (balayage sélectif)
entrainant une perte de diversité synonyme par effet autostop. L’effet conjugué de la fixation
d’une ou plusieurs mutations avantageuses et de la perte d’un certain nombre de mutations
synonymes a pour conséquence d’augmenter le dn/ds a des valeurs supérieures a 1 indiquant
que le géne est en train d’évoluer sous sélection positive. Ces effets sont néanmoins difficiles a
détecter car ils dépendent pour beaucoup du nombre de mutations accumulées avant et apres
I’apparition de la mutation avantageuse, et donc pendant une période relativement courte dans
I’évolution d’une espéce. Néanmoins, Smith et Eyre-Walker (Smith and Eyre-Walker (2002) et
Eyre-Walker et al. (2005) estiment que le nombre de mutations favorables accumulées depuis
la formation des complexes d’especes de Drosophila avoisine 45% des codons des genes

transcrits, soit sur une période d’évolution inférieure a 200,000 ans.
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Le couplage de I’étude brute des modifications d’architecture du génome vis-a-vis de la
divergence lors du processus de spéciation a 1’annotation précise des génes divergents et/ou
sous sélection positive impliqués ou non dans la formation d’ilots de spéciation fournit un
ensemble intégratif d’informations permettant d’identifier I’histoire évolutives d’espéces en
cours de spéciation d’un bout a 1’autre du continuum.

Le chapitre 2 concerne la comparaison des patrons génomiques de la divergence durant
les stades precoces et tardifs de la spéeciation au sein du genre Alvinella. La distribution des
populations d’Alvinella pompejana le long de la dorsale Est-Pacifique est limitée de part et
d’autre du point triple des Galapagos par une barriére physique aux flux de génes a I’équateur
(Plouviez et al., 2009, 2010, 2013), celle-ci étant associée a une séparation d’espéces par
vicariance (i.e. en allopatrie), il y a1 a 2 Ma. A I’inverse, le mélange étroit des espéces sceurs
et syntopiques morphologiquement distinctes A. pompejana et A. caudata sur les parois des
cheminées hydrothermales de I’EPR sur la totalité¢ de leur aire de distribution laisse supposer
que des processus anciens de spéciation écologique auraient pu avoir été mis en jeu dans
I’évolution de cet eucaryote thermophile.

A TI’issue de cette étude, nous avons pu constater une nette évolution de la divergence le
long du génome au cours du temps (i.e. entre le début et la fin d’un événement de spéciation).
Les genes divergents entre les populations d’A. pompejana nord et sud se répartissent
aléatoirement le long du génome et que seules quelques regroupements de genes divergents
s’apparentent a des ilots de divergence. A I’inverse, les portions génomiques comparées entre
A. pompejana et A. caudata présentent une structure congelée des génomes avec une divergence
en moyenne ¢levée indicative d’une quasi-impermeéabilité des génomes vis-a-vis des flux de
geénes. Entre les populations Nord et le Sud d’A. pompejana les génes présentant des taux
d’évolution élevés codent majoritairement pour des tubulines, laissant supposer une implication
de ces génes dans la mise en place de I’isolement post-zygotique en générant de possibles
incompatibilités génétiques sur des acteurs qui ont un rdle clef dans la composition du flagelle
et la division cellulaire. Cela confirme 1’hypothése selon laquelle les deux espéces divergent
selon un scénario de spéciation allopatrique qui apparait cependant renforcée par de I’adaptation
locale puisque les rares genes sous sélection positive sont impliqués dans la réponse
immunitaire, et non dans la reconnaissance gamétique, le comportement reproducteur ou les
interactions mito-nucléaires. Entre les espéces sceurs d’Alvinella, I’initiation de la divergence
entre A. pompejana et A. caudata est trés ancienne et pourrait coincider avec la mise en place
de la dorsale Est-Pacifique actuelle lors de remaniements tectoniques ayant pu permettre la

remise en contact de communautés issues de dorsales aujourd’hui disparues (Matabos &
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Jollivet, 2019). Pourtant, ’analyse des genes trés divergents et des génes restant sous sélection
positive montre que les espéces se sont spécialisées dans des micro-habitats trés différents, et
présentent encore actuellement un renforcement des mécanismes d’isolement pré-zygotique

expliquant aujourd’hui leur syntopie.

Dans le chapitre 3, nous avons cherché a expliquer I'émergence et le maintien de
plusieurs espéces cryptiques de Bathymodiolus (i.e. présentant des lignées mitochondriales
divergentes) a travers la dynamique de la colonisation de la dorsale médio-Atlantique et les
pressions écologiques sur les modioles liées aux nombreuses différences géochimiques dues a
la nature des fluides hydrothermaux, et a I’enfoncement de la dorsale. Compte tenu du contexte
géologique de la dorsale et I’extréme fragmentation de I’habitat hydrothermal, il est donc
possible qu’une évolution des geénes par sélection diversifiante ait pu contribuer a 1’isolement
génétique d’écotypes ou que cet environnement favorise localement de 1’introgression
adaptative entre des especes préalablement isolées géographiquement.

Bien que les précedents travaux sur la structure génétique de ces espéces aient conclu a
la mise en place d’une zone d’hybridation laissant penser a une phase initiale d’isolement en
allopatrie (O’Mullan et al., 2001, Won et al., 2003, Faure et al., 2009, Breusing et al., 2016,
2017), la non-divergence d’un grand nombre de génes le long du génome laisse supposer que
le temps depuis la séparation des especes n’a pas ¢été suffisant pour générer un isolement
reproducteur entre ces especes et que le processus de tri des lignées est encore en cours, ce tri
pouvant étre accéléré par la sélection diversifiante associée aux environnements tres différents
rencontrés par les 3 especes. Cette étude nous permet de mieux appréhender I’histoire de la
colonisation de la dorsale médio-Atlantique, mettant en lumiére le réle non-négligeable de
I’isolement géographique dans I’émergence de la divergence entre les 3 espéces B. azoricus, B.
puteoserpentis et B. sp. 5°S. Cependant, la concordance entre les fortes différences écologiques
entre les sites étudiés et les fonctions dans lesquelles sont impliqués les genes sous sélection et
les génes divergents permet de privilégier I’hypothése d’une spéciation écologique entre B.
azoricus et les especes les plus profondes, principalement associées a un hydrothermalisme
ultramafique. Ainsi, la mise en place de verrous génomiques au flux génique semble étre ici

renforcer par 1’adaptation locale.

Ces resultats sont présentés plus en détail dans les 2 articles qui suivent.

-60 -



2.2. Article 1

Genomic patterns of divergence in the early and late steps of
speciation of the deep-sea thermophilic worms of the genus

Alvinella.
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Introduction

Early incipient species often represent groups of individuals that can still interbreed and
exchange genes without or despite the emergence of pre- or post-zygotic barriers to gene flow.
During the process of speciation and even at the latest steps of reinforcement, emerging species
are thus not a collection of impermeable taxonomic units with distinct morphologies but rather
dynamic entities gradually heightening their reproductive barriers in a more or less continuous
way over long periods of time. This process depends on the isolation history of the populations
and their associated ecological changes. But it is worth mentioning that exceptions where

speciation happens relatively fast still exist, for example in the case of genomes under disruptive
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conditions following changes in ploidy (Wood et al. 2009; De Storme and Mason 2014) or rapid
shifts in reproductive timing/behaviour due to the colonization of new territories/habitats
(Monteiro, Serrdo, and Pearson 2012; Schofl, Heckel, and Groot 2009). In general, pre- and
post-zygotic mechanisms leading to reproductive isolation result in a gradual accumulation of
genetic incompatibilities during the separation of groups of individuals in either space or time
(Hendry et al. 2009; Schluter 2009; Drés and Mallet 2002; Butlin, Galindo, and Grahame 2008;
Rundle and Nosil 2005; Mallet 2008; Daniel Berner, Grandchamp, and Hendry 2009; Nosil,
Funk, and Ortiz-Barrientos 2009). The point at which speciation is initiated and then considered
complete is however vague and varies with the species concept used (e.g., complete
reproductive isolation, less fecund hybrids, phylogenetic isolation of individuals with complete
sorting of allelic lineages at all loci). In the initial part of the speciation process, individuals are
likely to interact while diverging across semi-permeable barriers resulting from secondary
contact zones with hybridization, backcrosses and allele transfer depending on spatial
exploration and dispersal (Bierne et al. 2003). However, the signature of different stages of
speciation at the genome-wide scale as well as the genomic mechanisms involved in the

speciation process are still poorly understood and are the focus of the present study.

Recent studies of the genetic architecture of reproductive isolation across the entire
genome often found a genome-wide heterogeneity of gene differentiation between populations,
ecotypes or even well-separated morphological species, with highly divergent regions
contrasting with regions of lower divergence rather than a homogeneous differentiation across
the genome (Nosil, Funk, and Ortiz-Barrientos 2009; Wolf and Ellegren 2016; Seehausen et al.
2014). Genome scans of differentiation and genome-wide linkage maps between polymorphic
sites at multiple loci across the genome, now represent powerful tools to address the genomic
landscape of population or species isolation. Regions displaying high levels of differentiation
between lineages, so-called “genomic islands of speciation” were logically assumed to harbour
loci underlying reproductive isolation when the time elapsed since isolation was long enough
to create genetic incompatibilities (Turner, Hahn, and Nuzhdin 2005). Most of the time, these
“islands of speciation” result from local barriers to gene flow at some specific genes that rapidly
led to allele fixation (a period of 4.Ne.u under neutral conditions), gene hitchhiking and the
subsequent accumulation of divergence. The genomic island metaphor has proven popular and
a wide array of studies searching for “islands of speciation” in multiple taxa has been published
over the last decade (Cruicksank & Hahn, 2014, Duranton et al., 2018, Feder & Nosil, 2010,
Hofer et al., 2012, Larson et al., 2017, Nosil et al., 2009, Tavares et al., 2018, Turner & Hahn
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2010, Turner et al., 2005, Wolf & Ellengren, 2016) (Cruickshank and Hahn 2014; Duranton et
al. 2018; Feder and Nosil 2010; Hofer, Foll, and Excoffier 2012; Larson et al. 2017; Nosil,
Funk, and Ortiz-Barrientos 2009; Tavares et al. 2018; Turner, Hahn, and Nuzhdin 2005; Wolf
and Ellegren 2016). These studies identified outlier loci or regions that stand out from the
distribution of gene differentiation (most often through Fst scans) that is expected under models
of migration with or without isolation and may be influenced by barriers to gene flow across
genomes (e.g., assortative mating, hybrid counter-selection, divergent selection). Such gene
outliers usually fall into three categories: (1) outliers resulting from a differential effect of
purifying selection in non-crossover regions of the separating genomes, (2) outliers involved in
Dobzhansky-Muller incompatibilities that affect the fitness of hybrids/heterozygotes, and (3)
outliers resulting from differential local adaptation between the splitting lineages. In the last
category, a limited number of alleles involved in local adaptation have been found to carry a
selective value strong enough to initiate a barrier to gene flow primarily by divergent selection.
Some alleles may be beneficial in the two genomic backgrounds resulting in cross-species
selective sweep or may be neutral in one genomic background while beneficial in the
other(Irwin et al. 2018; Nosil 2007; Tobler et al. 2018).

Interestingly, there is still little evidence for signatures of divergent selection in large
genomic regions of divergence between populations/species undergoing speciation. This is also
true for the subsequent co-localization of these outlier regions with known guantitative trait loci
(QTL) underlying reproductive or species differences (Strasburg et al. 2012). However, it has
been showed in sticklebacks that the asymmetric inheritance of morphological traits controlled
by adaptation of populations to different habitats (lake vs stream) on independent regions along
the genome contributes to reproductive isolation (D. Berner et al. 2011; Peichel et al. 2001).
To study the genomic architecture of divergence in both the earliest and the latest stages of
speciation, the number, width, and level of clustering of divergent regions within the genome
of early incipient species are usually compared with more divergent congeneric pairs. It is
expected that early in speciation, regions of divergence should be small and randomly scattered
in the genome and possibly restricted to a few non-recombining regions. These regions may
correspond to the accumulation of genetic incompatibilities or to loci under diversifying
selection strong enough to overcome gene flow which would be expected to homogenize the
rest of the genome. Conversely, later in speciation, when gene flow is greatly reduced between
the two genomes, divergent selection, physical linkage between targets of selection and

chromosomal rearrangements may create longer genomic regions of divergence. Such
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processes acting over larger regions of the genome, followed by gene specialization within each
genome in response to local adaptation contribute to a genome-wide “congealing” (GWC)
effect that finalizes speciation with reproductive isolation (Feder, Egan, and Nosil 2012;
Flaxman et al. 2014; Feder et al. 2014; Tittes and Kane 2014). GWC refers to the period along
the speciation continuum when the genomes of the splitting populations essentially become
distinct and when reproductive isolation becomes a property of the whole genome not just of a
few loci (Feder, Egan, and Nosil 2012). As a consequence, incomplete lineage sorting and semi-
permeable barriers to gene flow (associated with the early stages of speciation) and the wide
synergetic effects of genome congealing due to chromosomal linkage between diverging genes
(associated with the latest stages) are likely to result in very distinct patterns of divergence at a
given stage of the speciation process. Moreover, positive selection over the genome due to gene
specialization under local conditions should affect KEGG pathways differently over the course
of the separation process. Although fundamental to our understanding of speciation, such
comparisons between the early and late stages of speciation, and the time of transition between
these two stages have rarely been done when looking at the relationship between the number of
diverging genes in association (congealing effect) and their accumulated divergence (time since
species separation). Indeed, most studies dealing with the genomic underpinnings of speciation
focused on the early steps of species separation (i.e., population splitting) by looking at gene
differentiation, despite numerous examples of highly divergent sister species still being able to
exchange genetic information after their reproductive isolation in natura (Tittes and Kane
2014). In the present study, we studied the genomic patterns of divergence in the early and late
steps of speciation, using populations of deep-sea Alvinella worms colonizing hydrothermal

vents along the East Pacific Rise (EPR) as our model system.

The Earth geological history made of ridge subduction, plate collision and the
emergence of new rift systems likely led to the separation of deep-sea hydrothermal vent
communities at a large spatial scale with transient events of spatial isolation and bursts of
speciation (Tunnicliffe 1991; Dover et al. 2002; S. Plouviez et al. 2009; Marjolaine Matabos
and Jollivet 2019). The transient and fragmented nature of this specific environment and its role
on species evolution, have consequently always intrigued biologists. Most species inhabiting
these ecosystems often display a rapid growth, a fast maturation, a high investment in
reproduction relative to survival and good dispersal abilities enabling the colonization of new
hydrothermal structures as soon as they appear (Didier Jollivet 1996; Vrijenhoek 1997). Many

studies notably focused on how this highly specialized and endemic fauna could disperse and
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colonize new territories in the face of habitat fragmentation (Didier Jollivet 1996; Vrijenhoek
1997). Given the dynamics of the vents associated with tectonic activity along oceanic ridges
and its effect on the metapopulation dynamics (Didier Jollivet, Chevaldonne, and Planque
1999), such environment appears ideal to study the mechanisms by which speciation occurs and
to tease apart the relative role of geography and local adaptation to this extent. On one hand,
vent environments are highly variable with abrupt chemical gradients leading to a mosaic of
habitats where species are spatially and temporally partitioned (Piccino et al. 2004; Marjolaine
Matabos et al. 2008). This may likely promote ecological speciation. On the other hand,
populations are connected within a linear network and tectonic plates rearrangements are likely
to result in either species spatial isolation or secondary contact zones where hybridization can
occur (S. L. Johnson et al. 2005; S. B. Johnson et al. 2013; Sophie Plouviez et al. 2013; S.
Plouviez et al. 2009; 2009). In addition to isolation by distance between populations along the
EPR, patterns of genetic differentiation are mainly explained by the presence of physical
barriers to dispersal such as transform faults, microplates, triple junction points or zones of
weaker hydrothermal activity (S. Plouviez etal. 2009; Sophie Plouviez etal. 2013; 2010). These
relatively dynamic geological features may produce vicariant events in the faunistic
composition of vent communities (M. Matabos et al. 2011) that often coincide with the
appearance of barriers to gene flow and hybrid zones (Won et al. 2003; S. B. Johnson et al.
2013; Sophie Plouviez et al. 2013).

The thermophilic vent polychaete Alvinella pompejana (Figure 2.1A; (Daniel
Desbruyeres and Laubier 1980) called the Pompeii worm and its sister species A. caudata
(Figure 2.1B; (Daniel Desbruyéres and Laubier 1986)) are emblematic species of the Eastern
Pacific hydrothermal environment. These tube-dwelling worms live on the wall of active
chimneys of the EPR and the Pacific-Antarctic ridge from 23°N (Guaymas basin) to 38°S. The
first description of these two worms considered them as two morphologically distinct ontogenic
forms of a single species, one juvenile form with a long tail bearing filamentous epsilon
proteobacteria on modified notopodia (corresponding to A. caudata) and the adult form without
tail but bearing the same epibionts on the whole dorsal part of its body (corresponding to A.
pompejana, Figure 2.1C). Six years later, the first study of enzyme polymorphism in this system
led to the subdivision of this taxon into two distinct species without any shared electromorphs
between them. The evolutionary history of the speciation between A. pompejana and A. caudata
although probably old remains unclear to date. Both Alvinella species live syntopically over the

whole geographic range of the species (Hurtado, Lutz, and Vrijenhoek 2004) and seem to a
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very similar ecological niche (Figure 2.1D and Figure 2.1E). This raises questions about the
way these two species originally separated. Did the worms evolved in allopatry a long time ago
and secondarily met during the colonization of the East Pacific Rise? Or did the worms undergo
ecological speciation with species specialization to accommodate distinct thermal

microenvironments?

Figure 2.1: A) Specimen of A. pompejana Dugornay®©Ilfremer; B) Specimen of A. caudata ©Deep-Sea
Photography; C) Close-up showing the bacteria-coated filaments that cover the body of A. pompejana
©Deep-Sea Photography; D) A. caudata, populations in situ (East Pacific Rise: 13°N, 2630 m); PHARE
cruise ©lfremer; E) A. pompejana, populations in situ (East Pacific Rise: 13°N, 2630 m); PHARE cruise
©lfremer

This may contrast with the recent episodes of population splitting depicted for these two
sympatric species where isolation in allopatry plays a major role. A strong physical barrier to
gene flow is found at the Equator near 7°S on the EPR and separates Northern and Southern
vent communities in two allopatric groups of cryptic species with genetic differentiation

particularly marked in the Pompeii worm Alvinella pompejana (S. Plouviez et al. 2009; Sophie
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Plouviez et al. 2010). Differences in the vent-site turn-over from both sides of the EPR and its
subsequent effect on local hydrothermal vent conditions (i.e., steep thermal gradients and
chemistry heterogeneity both locally and regionally) could represent favourable parameters for
local adaptation and subsequent ecological filtering when migration is low or episodic. In
addition, depth gradient along the ridge or between ridges, extreme variations in the
hydrothermal fluid composition and subsequent effects on symbiotic associations or changes in
thermal conditions at both local and regional scales are likely to induce divergent selection

between populations (Faure et al. 2009).

To compare both ends of the speciation process, we performed the first genome scans
of both synonymous and non-synonymous gene divergences between A. pompejana and its co-
occurring sister species A. caudata, a pair for which reproductive isolation is thought to be
almost complete (late stage of speciation) and, between the two allopatric forms of A.
pompejana that have been recently separated by the equatorial physical barrier to gene flow

about 1.5 Mya (early stage of speciation).

In the present study, our main goal was thus to carefully examine the relative role of
geographic isolation and habitat selection in shaping the architecture of genome divergence in
Alvinella worms at both the early (in allopatry) and late stages (niche specialization &
reinforcement in sympatry) of speciation. Taking advantage of the first fragmented genome
assembly of A. pompejana (Pompeii worm genome project: A. Claridge-Chang, A_Star*
Institute, Singapore) and transcriptomes of both species and their allopatric forms, we identified
divergent regions and targets of selection as well as their position in the genome to get a better
idea of the speciation dynamics in this highly variable environment. Estimating both gene
divergence and dn/ds (strength of selection) over collections of orthologous genes allowed us

to specifically tackle the following questions:

At the beginning of the speciation process, what scenario primarily accounted for the
initial population split: allopatric isolation due to physical barriers to gene flow or divergent
local adaptation associated with differences in vent sites turn-over which are likely to affect the
overall thermal regime between the two geographic regions? To answer this question we
examined the number, the function and the distribution of the main divergent genes between
northern and southern populations of A. pompejana. Do these genes solely correspond to fast-

evolving genes involved specifically in functions related to reproductive isolation such as
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gamete recognition, cyto-nuclear incompatibilities or immune disorders in hybrids? Are they
grouped or scattered along the genome and associated with other genes more sensitive to

diversifying selection?

At the end of the speciation process, have the genomes of A. pompejana and A. caudata
congealed as expected? In other words, did the synergetic effect of linked loci under divergent
selection associated with gene specialization play a major role in the spread of divergence
throughout the genomes? To answer this question, we estimated the number of divergent loci
accumulated between Alvinella pompejana and A. caudata and the proportion of them under
positive selection. We then examined whether positively-selected genes corresponded to
specific metabolic pathways involved in niche specialization and how these genes were
distributed along the genomes.

Conversely, we also looked for loci that remained insensitive to speciation with no
divergence since the separation of the two species. What is the relative importance of these
potential islands of non-divergence and how can we explain their maintenance in separated
genomes? Is gene freezing driven by strong purifying selection and should we consider the
maintenance of islands of non-divergence in species as adaptive?

Finally, when considering speciation from both ends of the road, how do the patterns of

divergence differ between the early and the late stages of speciation?

Material and methods

Animal sampling and genome/transcriptome sequencing

The genome of the Pompeii worm was assembled from only one individual collected at
9°50N/EPR and kindly provided by C. Cary in 2006. We used at least two additional individuals
of A. pompejana and A. caudata coming from the same locality to perform RNA sequencing
and the subsequent assembly of transcriptomes for the northern populations of the two species
(Genbank accession numbers). In parallel, a Sanger sequencing project of a reference and fully
annotated transcriptome was performed using several individuals coming from a single
chimney of the hydrothermal vent field 18°25S (see Gagniére et al. 2010), for additional
information about this annotated transcriptome) and, represented the third transcriptome used

- 68 -



to characterize the populations of A. pompejana located further south to the Equatorial barrier

to gene flow previously described by S. Plouviez (2009; 2010).

Sequencing (see Metrics in Supplementary Table 1)

e (Genome. Genome of the Pompeii worm was sequenced from a single individual using
a shotgun and mate-pair sequencing using the Illumina HiSeq2500 technology at the
A*Star Molecular and Cell Biology Institute.

e Transcriptomes. Transcriptome of the southern form of the Pompeii worm collected at
the vent field 18°25S has been already published in 2010 by Gagniére and colleagues
(cf. accession numbers XXXX)

e Transcriptomes of the northern forms of A. pompejana and A. caudata have been

already published in Fontanillas et al., (2017) (cf. accession numbers XXXX)

Estimation of divergence and dn/ds for pairs of orthologous genes

We designed a customized pipeline (described below) in order to calculate divergence and
estimate the selective pressure along the coding regions of assembled transcriptomes of closely
related species previously positioned on a reference genome, using a 24-columns MegaBLAST

output of a transcriptome against the reference genome.

e Megablast
Because coding sequences are compared between divergent individuals within a given species
or between closely-related species, we performed a sequence-similarity search using each
collection of transcripts obtained for A. caudata and the two geographic forms of A. pompejana
against the entire Alvinella pompejana’s genome with the software MegaBLAST implemented
in NCBI BLAST+ 2.2.30 nucleotide-nucleotide search, optimized for very similar sequences

(set expectation value cutoff = 10-1°, maximum hits to show = 1).

e Paralog
The 24-columns MegaBLAST output was then filtered using a custom-made Perl script (called
“Paralog”) to discriminates genes according to their position and occurrences in the genome.

This allowed us to rule out putative duplicated genes in our subsequent analyses. Based on the
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positions of the hits on both scaffolds and transcripts, genes were separated into distinct
categories, namely scaffold paralog, tandemly repeated paralogs, allelic forms of a gene in
either genes with or without introns. Scaffold paralogs correspond to coding sequences found
on distinct scaffolds, tandemly-repeated genes to sequences found at different non-overlapping
positions onto the same scaffold, allelic forms of a gene corresponded to several transcripts
matching exactly the same positions onto a scaffold, and the two others categories were
transcripts only found once into the genome at a given scaffold position with a discrimination
when the Megablast hits corresponded or not to a succession of positions both onto the scaffold
and the transcript (i.e. exonic regions). Paired coding sequences obtained in the two last
categories (exon and uniq) were then used to estimate divergence and associated dn/ds ratios in
the pipeline.

e Search for coding DNA sequences (CDS) in pairwise alignments
Nucleic acid sequences were translated in the six reading frames to select for the longest CDS
between two subsequent stop codons. Sequences containing gaps, undetermined nucleic acids
(N) or alternative ORFs were removed from the dataset. To avoid false positives and reduce the
risk of calculating dn/ds values from non-coding or incorrectly framed sequences, we performed
a sequence-similarity search against the UniProt database using BlastP from NCBI
BLAST+ 2.2.30 (set expectation value cutoff = 10-1°, maximum hits to show = 1). Sequences
with no annotation from UniProt or with a CDS shorter than 300 nucleotides were removed

from the analysis.

e Divergence and dn/ds calculation
Estimation of divergence, synonymous and nonsynonymous substitution rates and detection of
positive selection in protein-coding DNA sequences were performed using the program yn00
from pamlIX 1.2 in batch (Yang 2007; Xu and Yang 2013). This program implements the
method of Yang and Nielsen (2000) to calculate ds and dn values from pairwise comparisons
of protein-coding DNA sequences. The weighing parameter that decide whether equal or
unequal weighing will be used when counting differences between codons was set to zero (=
equal pathways between codons) and we used the universal genetic code (icode = 0). Output
from yn00 was then parsed and subsequently filtered from infinite values (99) when S.ds was
equal to zero. When both dn and ds values were nil (about 70% of values obtained when

comparing the northern and southern forms of A. pompejana), dn/ds was reset to zero. To avoid
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a division by zero, if dn was different from zero but ds was zero, S.ds was reset to 1 assuming
that at least one synonymous mutation was missed by chance in the sequence.

To avoid any potential effect of greater divergence at non-synonymous sites when values
of neutral divergence (ds) departed from zero possibly due to sequencing errors, the significance
of all dn/ds values greater than zero was tested using a custom-made pipeline. For that purpose,
we produced 1,000 random alignments of each pair of coding sequences using a bootstrap
resampling of codons (from the bootstrap option of codeML in PamIX 1.3.1). We then
estimated the associated dn and ds for each resampled alignment. Then we calculated the
difference (D) between each dn and ds resampled values in order to test whether the observed
value of this difference was significantly greater than zero (i.e., fall outside the distribution of
the pseudo-replicates). To this end, we performed a unidirectional one-sample z-test for each
resampled set of paired sequences and adjusted p-values over the whole set of genes using the
false discovery rate correction representing the expected proportion of false positives
(Benjamini and Hochberg 1995).

Identification of islands of divergence and/or adaptation

To investigate the spatial architecture of divergence of putative genes under strong
purifying (dn/ds close to zero) or positive selection (dn/ds >1) at the genome scale, both the
divergence and dn/ds associated values were positioned along the longest scaffolds (>300,000
bp with more than 5 genes per scaffold) of the draft genome of A. pompejana for each pairwise
comparisons (i.e., AP north vs AP south, and AP vs AC). According to the gene distribution
along a scaffold, three different types of patterns were characterized depending on the number
and level of clustering of divergent genes (divergence > 0.1) among scaffolds: (1) scaffolds
without divergent genes, (2) scaffolds with one or two isolated divergent genes and, (3)
scaffolds carrying a group of divergent genes corresponding to a putative island of speciation.
The proportion of each type was then calculated for both comparative studies. In addition, we
calculated the mean distance (d) between two divergent genes and its standard deviation (s3(d))
for each scaffold. We then tested for contiguous patterns of divergent gene distribution along
each scaffold thanks to the Fisher’s index of dispersion (s?(d)/mean(d)). Divergent genes are
randomly distributed when the index is equal to one, over-dispersed for values lower than one

and aggregated for values greater than one.

We also tested for a positive correlation between dn/ds and divergence (t) along

scaffolds (>300,000 bp with more than 5 genes per scaffold) which would indicate a genome-
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wide adaptive evolution of proteins assuming that, under neutral evolution, dn/ds remains
relatively constant before the time at which most of the synonymous sites become saturated,

and then slightly decreases.

Results

e Assembly and annotation of the reference genome and associated transcriptomes
The assembled genome of A. pompejana consisted in 3,044 scaffolds for a total size of
245Mb, which represents 61% of the total genome size (400 Mb). The mapping of both
divergence and associated dn/ds along scaffolds was however only performed on the 113

longest scaffolds (> 300,000 bp) in order to maximize the number of genes per scaffold.

e Identification of orthologous genes

Using the genome of A. pompejana as a reference database, we analyzed 94,006 pairwise
Blastn alignments between the Northern and Southern transcriptomes of A. pompejana and
68,963 pairwise Blastn alignments between the transcriptomes of A. pompejana and A. caudata.
As these putative genes contain paralogs, tandemly repeated paralogs, allelic forms of a gene
in either genes with or without introns, we filtered our datasets in order to only keep ‘true’
orthologous genes, reducing the number of pairwise alignments to 22,558 and 48,134
respectively. Determination and translation of the CDS with a minimum threshold of 300 bp
and sequence-similarity search against the Uniprot database reduces the two final datasets to
6,916 and 6,687 pairwise alignments of coding sequences on which further analyses were

performed.
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e Distribution of genetic divergence and dn/ds values

2.51

2.0

Divergence

0.51

0.01

A. pompejana North/South A. pompejana | A. caudata
Figure 2.2: Boxplot summarizing the distribution of the divergence values found in both the early and late

states of speciation in Alvinella spp. worms.

The evolutionary dynamics of genes during speciation was investigated by calculating
pairwise synonymous to non-synonymous substitution rates and the associated divergence
between orthologous transcripts of divergent individuals within and between closely-related

species (see the “Methods” section). Among the 6,916 orthologous genes studied between the

-73-



Northern and Southern individuals of A. pompejana, 58% of the coding sequences are strictly
identical with no nucleotide differences, 26% of the genes display divergences between 0.5%
and 1.75% (0.01>t>0.05), and only 4% of the genes represent outliers that diverge by more than
2% (t>0.05) along their sequence (Figure 2.2). As expected in early speciation steps, the overall
mean divergence of genes is low (t=0.016) with values following a negative exponential
distribution with a slight bimodal effect, the second mode centered around a value ten times
greater (i.e., about 0.025 substitution per codon) (Figure 2.2) Analysis of both transition and
transversion rates between the southern and northern individuals were 4 times greater than those
found by comparing two distinct individuals from the northern side of the EPR (Supplementary
File 2.1). On the opposite, the large majority of the 6,687 genes are highly divergent between
A. pompejana and A. caudata. Divergence follows a Gaussian distribution centered around 0.2
substitution per codon with an asymmetric tail of outliers (Figure 2.2). Only 0.4% of the
sequences are strictly identical with no nucleotide differences corresponding to only 33 pairwise
alignments, 3% of the genes display divergence levels between 10% and 25% (0.25>t>0.75),
and 96% (t>0.75) of the genes diverge by more than 25% along their sequence. Thus, the
distribution of the divergence between the two pairs of comparisons is significantly different
(Fig 2; Wilcoxon test, p < 2.2e-16).

| [ A. pompejana/A. caudata
A. pormpejana North/South

density
o
o

0.0 — p— e—

0.00 0.25 0.50 0.75 1.00
dN/dS

Figure 2.3: Density distributions of dn/ds values estimated for each pairwise alignment of orthologous genes
in both the early and late states of speciation in Alvinella spp. worms using the method of Nielsen & Yang
(1998) implemented in PamIX. The red and yellow colors correspond to the comparison A. caudata/A.
pompejana and A. pompejana south/north, respectively.

-74 -



Regarding the distribution of the dn/ds values between North and South individuals of A.
pompejana, most of the genes are non-divergent with a dn/ds ratio set to zero (Figure 2.3).
Among diverging genes, 44% of the genes are under strong purifying selection with dn/ds
values lower than 0.25. 36% of the dn/ds values are distributed in a small peak between 0.25
and 0.5, and 6% of the genes are under positive selection with dn/ds values higher than 1 and
represent about 3% of the total number of genes examined (Figure 2.3). This value is greater
than the 2% of genes under positive selection found between A. pompejana and A. caudata.
The distribution of dn/ds values lesser than one between A. pompejana and A. caudata displays
30% of genes with dn equal to zero (i.e., “frozen” proteins), about 53% of genes with dn/ds
values ranging from 0 and 0.25 (genes under strong to moderate purifying selection) and 15%
of genes evolving under more relaxed conditions. The distribution of dn/ds values between the
two pairs of species comparison is significantly different (Wilcoxon test, p < 2.2e-16) with a
clear bi- to tri-modal distribution of the dn/ds values in the specific case of the within-species
comparison. The average dn/ds estimated for both early and late steps of speciation are nearly
equal with values of 0.14 and 0.17, respectively. In other words, at least 86% and 84% of non-
synonymous mutations respectively are deleterious and do not fix. This represents a minimum
estimate of the fraction of strongly deleterious mutations because even a small number of

advantageous mutations will contribute disproportionately to divergence (Kimura 1977).

e Functions of positively selected genes and genes with very high evolutionary rates.

Early stage of speciation (A. pompejana south/north comparison)

Among the 41 genes under positive selection (dn/ds >1) for which dn/ds values remained
significant after the resampling test of the dn/ds difference and the FDR procedure, only 12 of
them were annotated in the UniProt database. These genes are encoding proteins involved in
(1) transcription/translation/replication regulation and biosynthesis (ribosomal protein rpl19,
GTP-binding protein 1, elongation factor lalpha, zinc finger protein GLI1) some of which being
involved in a wide variety of biological functions including spermatogenesis, (2) endocytosis
and immunity regulation, which may play a crucial role in the worm’s epibiosis (Rab5 protein,
CD209 antigen protein A), (3) neuro-transmission regulation (complexin) and the development
of sensory organs (protein mab-21), (4) development of nephridies, and possibly gonoducts in
alvinellids (actin-binding Rho protein), (5) mMRNA methylation (pre-miRNA 5'-monophosphate
methyltransferase), and (6) setae/modified hook formation that should influence

reproductive/thermoregulatory behavior (chitin synthase).
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Late stage of speciation (the A. pompejana/A. caudate comparison)

In the same way, among the 102 orthologous genes between A. caudata and A. pompejana
for which dn/ds values were greater than one, only 37 remained significant after the resampling
test of the dn/ds difference and the FDR procedure but, in this case, most them were annotated
(31 genes) in the UniProt database. These genes encode for proteins involved in (1)
Carbohydrate catabolism (deoxyribose-phosphate aldolase) , (2) immunity (innate and
adaptive), viral responses, apoptosis (fibrinogen-like protein, lysosomal protective protein,
acetylcholine receptor), (3) steroid/lipid metabolism and membrane composition
(transmembrane protein, 3-0x0-5-alpha-steroid 4-dehydrogenase, methyIsterol
monooxygenase, protein DD3-3-like), and tegument structure (actin, collagen, epidermal
growth factor named fibropellin, GTP-binding protein, protein-methionine sulfoxide oxidase
MICAL1), (4) sexual differentiation, spermatogenesis/oogenesis, sperm adhesion (zonadhesin,
innexin), (5) DNA damage repairs and methylation (ATP-dependent RNA helicase DDX51 and
DDX58, poly-(ADP-ribose) polymerase, forkhead box G1 protein WD repeat-containing
protein), oxidative stress response and protein glycosylation (beta-1.3-galactosyltransferase 5-
like, C190rf12), (6) cell proliferation/apoptosis, mitosis, neuron formation (Tumor Necrosis
Factor alpha, ras-related protein, APC/C activator Cdc20 protein, tyrosine-protein kinase,
protein FAM134C, zinc finger protein), and (7) signaling mediated by metals (metabotropic
glutamate receptor). Despite several millions of years of species separation, it is worth-noting
that positive selection is still acting on genes involved in reproductive isolation, namely on

zonadhesin and innexin, hence reinforcing species boundaries.

e Patterns of nucleotide substitutions and highly divergent genes

Because natural selection usually operates mostly on the non-synonymous sites (but see
Stoletzki and Eyre-Walker 2007 for translational accuracy), the relative values of dn and ds
may provide a key for making inferences about the adaptive evolution of protein-coding genes.
Usually, the synonymous rate is three times greater than the rate of substitutions at
nonsynonymous sites but should be equal under neutral evolution. Thus, the depression in non-
synonymous substitution rate is interpreted as being caused by natural selection eliminating
deleterious mutations to comply with both the 3D structure and functions of proteins. The
relationship between these two relative rates of substitutions was compared between the early
and late steps of speciation thanks to a linear regression in order to take into account the very
high variance of these rates. The two comparisons greatly differ in the slope and intercept of
the linear regression between dN and dS (A. pompejana North/South : (y=0.002631+ 0.040525
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X; A. pompejana / A. caudata : y = 0.01818 + 0.01186x) (Figure 2.4). During the early steps of
speciation, the large majority of genes (about 70%) are stacked around null values of dn and ds
but the relationship between the two rates for the remaining genes is on average 5:1, one
nonsynonymous substitution for five synonymous substitutions, probably due to unfixed
mutations in the worm’s polymorphism. On the opposite, the slope of the regression line is
close to zero during the late steps of speciation and clearly indicates a large accumulation of
synonymous substitutions close to saturation for a large number of genes. This strongly suggests
that even if a great number of non-synonymous substitutions are positively-selected, most of

this signal is likely to have been erased in fast-evolving genes.

/ — A. pompejana/A. caudata
! A. pompejana North/South
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Figure 2.4: Biplot of the rates of synonymous and non-synonymous divergences between A. pompejana
North and South populations (yellow) and A. pompejana and A. caudata (red). The grey dashed line
represents the expected linear relationship between ds and dy under neutral evolution.

Outlier genes associated with high evolutionary rate (ds > 0.5) should thus represent fast-
evolving genes that may have endured duplications, selective losses or gains of duplicates

according to habitat/geographic isolation during the early steps of speciation, but also genes
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that may have already lost their ‘adaptive’ signal in the face of saturation at synonymous sites
or that are subjected to strong purifying selection. The number of the most divergent genes (i.e.
in the tail distribution of the genes) is almost five times greater (20 vs 92 annotated genes) and
much more diversified when comparing the late and early stages of speciation respectively.
Interestingly, most genes with saturated ds rates are either histone deacetylases or belong to the
tubulin multigene family (Supplementary Table 2.2) Most a- and p-tubulins are under strong
purifying selection (indicated by the relatively high rate of synonymous mutations) but are
likely to contain at least one or two non-synonymous substitutions in their divergence,
suggesting that the family may have endured a burst of duplications, and subsequent
independent lineages sorting from both sides of the East Pacific Rise. In contrast, most of the
92 annotated genes with high evolutionary rate encode for a wide range of functions (e.g.,
replication, translation, intracellular transport...), which are quite similar to those also depicted
for positively-selected genes. More specifically, highly divergent genes which also exhibited
fixed non-synonymous substitutions were also found in steroid/phospholipid metabolism
(phospholipid-transporting ATPase, sphingolipid delta(4)-desaturase, fatty acid-binding
protein, inositol polyphosphate 5-phosphatase), carbohydrate catabolism and the tricarboxilic
cycle with specific production of acetyl-CoA (carbohydrate sulfotransferase4
dihydrolipoyllysine-residue  acetyltransferase, acyl-CoA synthetase), cell motility,
spermatogenesis, and egg-sperm fusion (dynein, integrin, disintegrin, protocadherin),
embryonic and neuron development (methenyltetrahydrofolate synthase, protein sidekick),
membrane (nidogen-1, lipoprotein receptor 1, EH domain-containing protein 3, transmembrane
and coiled-coil domain-containing protein 1, spectrin) and tegument organization (HHIP-like
hedgehog protein 1, biotin, a-actinin) but also, proteins more targeted on putative “adaptive”
molecular pathways such as oxidative and thermal stress response (peroxidase, peroxiredoxin
4, glutathione peroxidase, Hsp70, Hsp83), DNA repairs and methylation (ATP-dependent RNA
helicase, DNA ligase 1, RNA polymerase Il transcription subunit, adenosylhomocysteinase B,
BRCAZ1-associated RING domain protein 1, histone deacetylase 3), mMRNA A-to-l editing
(Double-stranded RNA-specific adenosine deaminase, xanthine dehydrogenase), protein
glycosylation (Protein  O-linked-mannose beta-1.2-N-acetylglucosaminyltransferase 1),
adaptation to hypoxia (Hypoxia-inducible factor 1, carbonic anhydrase) and proteins involved
in protein homo- heterodimerization (complement factor H-related protein 2, BTB/POZ

domain-containing protein 7).
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¢ Distribution of divergence and associated dn/ds along the genome

The distribution of gene divergence was examined over the 79 scaffolds exceeding 300,000
bp with the A. pompejana North/South comparison (Figure 2.5). Because the global level of
divergence is low and close to zero, values of divergence are homogeneously distributed with
a few punctual observable outliers. As a consequence, about 83% of the examined scaffolds
have no divergent genes (Figure 2.5A and 2.5D). Scaffolds containing only one divergent gene
(Figure 2.5B) account for 15% of the examined portion of the genome and only one of the
largest scaffolds displays an island of divergence pattern (Figure 2.5C). On the contrary, for the
A.caudata/A.pompejana comparison, divergence is clearly structured along the genome in large
islands of highly divergent genes for 97% of the scaffolds (Figure 2.5D). Each of the 76
scaffolds only carries very few genes with no divergence and we were not able to identify any
region or island of no divergence among the examined scaffolds. Here, divergence is clearly
structured in large blocks where all the genes and their putative exons are divergent. The
average values of dn/ds per scaffold are globally homogeneous between scaffolds but the
dispersion index of the dn/ds values around this mean fluctuates substantially. Gene density
among scaffold however greatly varies and therefore impacts the number of genes involved in

the genomes congealing.
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Figure 2.5: Genomic distribution of divergence along the longest scaffolds (>400,000bp) of the AP draft
genome (subset of genes representing about one tenth of the genome). According to the index of distribution
and our criterion of selection by eye, three distribution patterns of the divergence are found along scaffolds:
(A) no divergent gene identified on the scaffold (in orange), (B) sporadic presence of one divergent gene on
a scaffold (in green), and (C) group of spatially linked divergent genes (in maroon). The relative proportion
of each genomic pattern is shown in (D).

For both the early and late stages of speciation, no correlation has been found over the
whole set of orthologous genes (The North/South A. pompejana comparison: r=0.18, p < 2.2e-
16, The A. caudata/A. pompejana comparison: r=0.07, p =1.794e-08). We therefore estimated
the Pearson’s correlation coefficient within each scaffold to uncover putative islands of
divergence and analyzed the distribution of this coefficient among scaffolds. The distribution
of the Pearson’s coefficient is almost bimodal and symmetrical around zero during the early
stage of speciation (Figure 2.6). Because most genes are weakly divergent (i.e., close to zero),
this may indicate that scaffolds segregate into two distinct patterns: polymorphic genes for
which allelic lineage sorting is incomplete and where the dn/ds is biased by excesses of
deleterious/artifactual mutations and (2) genes for which allelic lineage sorting is complete with
a fixed divergence where positive selection may have acted. In contrast, the distribution of the
correlation coefficients displays a clear shift towards a positive correlation between divergence
and associated dn/ds values during the late stage of speciation (Figure 2.6A). Because most
genes are highly divergent, this overall increase of dn/ds with divergence therefore suggests
that most of the genes have evolved to adapt to a new ecological niche after the separation of

the two sister species.
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Discussion

Considering the speciation continuum from one end to the other is essential to shed light
on the mechanisms by which genomes separate, and more specifically the timing of
reproductive isolation and species specialization. In this study, we first examined an early stage
of allopatric speciation between populations of the Pompeii worm, Alvinella pompejana
geographically separated by a physical barrier to gene flow at the Equatorial triple junction of
the East Pacific Rise and the Galapagos rift. This geographic separation of the Pompeii worm
populations is also associated with different venting dynamics related to different spreading
rates of the ridge segments that may play a crucial role in the distribution of the vent habitats
and microbiota/biota (Carbotte and Macdonald 1992; Vrijenhoek 1997). Then we also
examined the remaining genomic signals of the speciation process that separated A. pompejana
and its co-occurring sister species A. caudata. This event is relatively “old” (D. Jollivet et al.
1995) and is possibly predating the separation of the EPR and the north-eastern Pacific ridges
(JdF) communities by vicariance that led for example to the separation of the related species
Paralvinella pandorae pandorae and P. p. irlandei, about 28 Mya (Tunnicliffe 1991).
Mitochondrial and nuclear divergences estimated between A. pompejana and A. caudata are
indeed greater than those estimated for these latter species (see Jollivet et al., 1995 and
supplementary data in Fontanillas et al., 2017). To investigate the effect of “neutral” evolution
and both “negative” and “positive” selection along genomes of separating species, we estimated
both divergences and dn/ds values for a collection of orthologous genes by comparing
transcriptomes of different A. pompejana populations and transcriptomes of A.pompejana with
transcriptomes of A. caudata. These two separate comparisons were used to study the early and
late stages respectively of the speciation process at deep-sea hydrothermal vents. Although
dn/ds is determined by the combined effects of neutral, advantageous and deleterious mutations,
it can tell us a lot about the general impact of natural selection on the evolution of a sequence
and also on the evolution of the coding portion of the genome. It should be however noted that
dn/ds provides reliable information only for genes with complete lineage sorting where a
substantial amount of substitutions have become fixed between the separated genetic entities.
In this context, a divergence scan on both synonymous and non-synonymous sites represents a
very powerful tool for tracing back the role of natural selection in the semi-permeability of

genomes and the time at which these separating genomes became sealed. But these scans should
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be taken with caution during the early steps of speciation where most of loci are still
polymorphic.

As a general observation across many taxa, the average value of dn/ds over genes
between closely-related species is around 0.20 (Mikkelsen 2011; “Rat Genome Sequencing
Project Consortium, 2004” “Evolution of Genes and Genomes on the Drosophila Phylogeny”
2007; Gaut et al. 2011). Multiple species comparisons suggest that more than 70% of the whole
set of mutations are strongly deleterious in most species and up to nearly 30% are slightly
deleterious or neutral (Eyre-Walker et al. 2002). Information gathered with the present study is
consistent with nearly 87% of mutations being deleterious or slightly deleterious in Alvinella
worms (dn/ds mean = 0.10-0.15). This suggests that the majority of Alvinella genes are under
strong purifying selection probably as a consequence of the extreme thermal conditions
encountered by the worms as previously stated by Fontanillas et al., (2017). Given this strong
pressure, it is highly possible that many proteins with dn/ds ranging from 0.5 to 1 share some
history of positive selection, but we could not directly test it. In general, dn/ds is a relatively
robust statistic with few assumptions about how samples were collected and the demographic
history of populations. But only repeated bouts of positive selection on a large set of genes will
provide evidence of adaptive evolution of genes after species separation or during the process
of speciation. Also, it should be noticed that observing a dn/ds=1 for a gene does not indicate
that it is evolving “neutrally”. There are multiple combinations of selective forces that will

result in dn/ds=1 and only one of which is the absence of selection.

Early steps of speciation: lack of genes implicated in reproductive isolation despite

accumulation of divergence at many genes?

Results from our genome-wide study are consistent with previous results relying on the
mitochondrial genome and some other genes in showing the geographic isolation of A.
pompejana populations across the Equator (Hurtado, Lutz, and Vrijenhoek 2004; Sophie
Plouviez et al. 2010; Jang et al. 2016). During the early steps of speciation between Northern
and Southern populations of A. pompejana across the Equator, we indeed observed a clear
signal of divergence at nearly 30% of genes, despite a huge number of non-divergent genes
(55% of the total number of genes examined). This emerging divergence corresponds to a modal
value of 0.025 substitution per codon and represents a 4-times increase of both transitions and
transversions (Supplementary File 2.1) when compared with pairwise alignments of the same

orthologous genes from a northern transcriptome onto the northern genome (i.e. two distinct
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northern individuals from the same population). Calculation of the divergence time from this
value using the previously estimated evolutionary rate by Chevaldonné et al., (2002) on
mitochondrial genes for vent annelids indicated that these populations probably separated about
3 Mya. This value is greater but of the same order of magnitude than the previous estimation
(i.e., 1.5 Mya) performed by Plouviez et al., (2010) from a coalescence analysis of 4 genes.
This emerging divergence at the genome scale confirms the ongoing allopatric speciation
occurring along the EPR for these lineages possibly reinforced by gradual local adaptation.
However, divergence time does not seem to have been sufficient to produce a specific genomic
architecture of divergence (i.e., clear islands of speciation) as most of the divergent genes are
scattered among scaffolds. This may be explained by the fact that the predicted North-to-South
migration, though very low (see Plouviez et al., 2010) could still be able to overcome population
differentiation over large portions of the genome and thus, would prevent genes from
accumulating fixed divergence. Alternatively, although unlikely given the very long period of
time elapsed since separation, time since separation may have been too short to result in a
complete lineage sorting for most genes and the subsequent emergence of genetic
incompatibilities. According to Orr & Turelli (2001) the strength of reproductive isolation (i.e.
fitness load of putative hybrids) increases as a function of the squared number of newly fixed
mutations in the two separated populations. The number of fixed substitutions (and hence
associated genetic incompatibilities) between the two isolated entities represents 15560
substitutions in coding sequences (as the product of 2,075 genes (30%) of 300 codons on
average with a divergence of 0.025 substitutions per codon) for approximately 1/10 of the whole
genome. Compared to other eukaryotic models (e.g., about 70,000 changes accumulated
between sub-species of the Drosophila simulans complex over 0.25 My for about the same
number of coding sequences: Garrigan et al. 2012), the number of accumulated changes (i.e.
~15,560) is quite low if the two populations separeted 3 Mya, even if the generation time may
be about 10 times greater in Drosophila. Such discrepancy might be explained by a strong
stabilizing selection associated with this extreme but constant environment over space and time.
Gene networks models indeed predict that the hybrid incompatibility dynamics may be greatly
reduced by stabilizing selection while producing a “basin of attraction” for the optimal genotype
on both sides of the barrier to gene flow (Palmer and Feldman 2009). This may also explain
why very few genes showed evidence of positive selection and do not relate to genes currently
depicted as involved in reproductive isolation (e.g., genes involved in gamete recognition,
pheromones, mito-nuclear incompatibilities, hybrid sterility or immune incompatibility: see
Palumbi, n.d.; H. A. Orr 2005; Presgraves 2010; Castillo and Barbash 2017). Neither sperm-
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egg binding or egg-fusion proteins nor nuclear proteins transferred to the mitochondria
displayed signatures of positive selection or strong divergence. However, almost all genes
showing high evolution rates in our data encode for tubulins, which represents highly
diversified multigene families and can have a great influence on cell division (mitosis/meiosis)
and the spermatozoon flagellum architecture (which is extremely reduced as a byproduct of the
internal fertilization of oocytes in both A. pompejana and A. caudata:(Jouin-Toulmond et al.,
2002). It should also be noted that a meaningful proportion of positively-selected genes could
be indirectly involved in the establishment of reproductive barriers as they encode for proteins
involved in spermatogenesis, the development of gonoducts, the sensory system and
setae/hooks that may play a role in male and female pairings (i.e., pre-zygotic isolation). Other
genes under divergent selection are mostly unknown or involved in immunity and endocytosis
and may affect the interaction of the worm with the associated e-proteobacteria-dominated
microbial assemblages covering its tube and its dorsal epidermis (i.e., trophic and detoxification
role of the worms’s epibiosis, D. Desbruyéres et al. 1998). Indeed, microbial communities from
both parts of the East Pacific Rise across the Equator are likely to be genetically different and
thus could have had an impact on the worm’s immune system (Papot et al. 2017). In the specific
cases of sympatric or parapatric speciation, genes under positive selection tend to be
predominant among rapidly evolving genes (Swanson and Vacquier 2002). Synergic effects
between positively-selected genes (linkage disequilibrium) are likely to produce local barriers
to gene flow if their number is high enough (Nosil, Funk, and Ortiz-Barrientos 2009; Flaxman,
Feder, and Nosil 2013; Flaxman et al. 2014), but this is obviously not the case here. Analysis
of the correlation between divergence and dn/ds revealed a potential antagonistic action of
selection on divergent genes, one half of scaffolds producing a negative correlation between
the two parameters whereas the other half exhibited a positive correlation. Such correlations
are clearly biased by the very high number of genes with no divergence but negative correlations
over many scaffolds could be interpreted as an excess of deleterious mutations due to
incompletely sorted polymorphisms for many genes. Additional work on the genetic
differentiation of the two separating lineages is currently undergone at both the genome and

population scales using ddRAD markers to complement this present study.
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Late stage of speciation: role of gene specialization and gamete recognition genes in

species reinforcement after the congealing effect

As opposed to the recent history of allopatric speciation in A. pompejana, the scan of
gene divergence (t, dv, ds) between A. pompejana and its sister syntopic species A. caudata
provides a contrasting story of gene specialization after the congealing phase of the two
corresponding genomes. Our results confirm previous studies by Autem et al. (1985) and
Jollivet et al., (1995), who showed that these two species did not share any alleles at enzyme
loci and refuted the initial hypothesis that the two worms corresponded to two morphological
ontogenetic forms of the same species (Desbruyeres & Laubier 1980). Both species occupy the
same hydrothermal vent habitat (hottest part of vent chimneys) and have exactly the same
geographic range from 21°N/EPR to 38°S/PAR (Pacific-Antarctic Ridge) leading to the
possibility of sympatric speciation. Both species also live in a spatially heterogeneous
environment, which also greatly varies in time (Chevaldonné, Desbruyeéres, and Haitre 1991;
Le Bris and Gaill 2006), and are highly exposed to the undiluted and therefore very hot and
toxic hydrothermal emissions. According to (Gaill et al. 1991), the parchment-like tube of the
two worms is highly thermostable. Both species also share many adaptations allowing them to
thrive in these waters loaded with heavy metals and sulfidic compounds (e.g., similar epibiotic
flora: Jeanthon and Prieur 1990; Cary et al. 1997, similar lipid composition and cuticle: Gaill
et al. 1995; Phleger et al. 2005, similar branchial crown, gaz transfer structure and
haemoglobins:Toulmond et al. 1990; Jouin-Toulmond et al., 1996, and same reproductive
mode: Jouin-Toulmond, Mozzo, and Hourdez, 2002 ; D. Jollivet, pers. obs.). Our study of gene
divergence between the two species reveals a very old separation and a relatively high
proportion of genes (2%) still showing evidence of positive selection when considering that the
average gene divergence is very high (i.e., close to 0.2 substitution per synonymous site). Most
of the positively-selected genes are not necessarily those with the highest rate of evolution, thus
indicating that the signal of positive selection may have been erased by excesses of synonymous
substitutions for many genes. Distribution of gene divergence appears quite homogeneous
among scaffolds in terms of basal divergence, which is a strong indication that a genome-wide
congealing effect occurred much earlier. We estimated the time of genome congealing around
26.5 Mya by using the substitution rate previously estimated by Chevaldonné et al., (2002).
The first mapping of divergence and associated dn/ds showed however a strong heterogeneity
of these variables along the genome with some scaffolds with relatively higher divergence

values. Although we cannot rule out that these scaffolds could represent either regions of lower
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recombination rates or a portion of sex-linked chromosome, their high divergence could also
trace back to the early steps of the speciation process (i.e. primary islands of speciation), in this
case suggesting that the separation of the two species may have been initiated more than 40

Mya.

Gene divergence is also slightly positively correlated with dn/ds within each scaffold.
This therefore suggests that the increase in gene divergence may have been accompanied by
the accumulation of an excess of non-synonymous mutations. Assuming that dn/ds should
remain constant or increase slightly when synonymous sites are saturated, this trend could
indicate an adaptive divergence associated with a long period of gene specialization for the two
sister species regarding their habitat after their separation, or that fast-evolving genes may have
become rapidly saturated. The genes under positive selection (dn/ds > 1) are more specifically
involved in the repair/replication/biosynthesis of nucleic acids but also in several metabolic
pathways usually involved in the stress response, carbohydrate catabolism and lipid/steroid
metabolisms associated with membrane organization and tegument formation. Targets of
positive selection seem to be consistent with gene specialization in response to different thermo-
chemical regimes encountered by the worms, and more specifically high temperatures, natural
doses of radioactivity and high concentrations of sulfides and heavy metals producing reactive
oxygen species (ROS) and reactive sulfur species (RSS). As opposed to A. caudata, A.
pompejana is one of the first colonizer of newly-formed and still hot chimneys (Pradillon et al.,
2005b) when they are made of porous anhydrite (barium/calcium sulfates) with temperatures
above 100°C. Consistently, slight differences in terms of protein composition with more
charged residues in A. pompejana and more hydrophobic/aromatic ones in A. caudata have
been described (Fontanillas et al., 2017). Interestingly, when looking at the proportion of each
species between chimneys at a local spatial scale (i.e., hundreds of meters), we can observed
that newly-formed anhydrite edifices and ‘white smokers’ are mostly inhabited by A.
pompejana, whereas older edifices and ‘black smokers’ are mainly characterized by a greater
abundance of A. caudata (Jollivet, 1996). Annotation of fast evolving genes between the two
sister species also revealed that most of them belonged to exactly the same metabolic pathways
impacted by positive selection including membrane/tegument organization. Regarding fast
evolving genes, we noted a net enrichment in proteins involved in oxidative stress response
(peroxidase, Hsps), adaptation to hypoxia, DNA repairs and methylation, MRNA A-to-I editing,
and protein glycolysation. The two latter molecular processes represent a powerful way to adapt
to differing thermal regimes (Sicot et al. 2000; Garrett and Rosenthal 2012). These results
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therefore indicate that the adaptive evolution of the two species after their reproductive isolation
has been sufficiently ‘old’ to erase most signatures of the associated positive selection that most
likely played a crucial role in their ecological isolation. Accelerated differentiation of genes
involved in the adaptive response of the worms to environmental variations are likely to explain
their different ecologies and behaviors to cope with ‘high’ temperatures. For instance, tubes of
the two species are closely entangled in colonies but with differences in their opening (D.
Desbruyeres et al. 1998, D. Jollivet, pers. obs.). While the aperture of the tube of A. pompejana
is widely opened like a funnel with septa, that of A. caudata is ended by a small hole. The shape
of the tubes is likely related to the thermoregulatory behaviour of the worms that helps the
worm refresh its microenvironment through water pumping (Chevaldonné & Jollivet 1993, Le
Bris & Gaill, 2006). While A. pompejana is widely observed moving inside and outside its tube
to refresh it with the cold surrounding waters, A. caudata usually stays in its tube but exhibits

a tail without organs used to cultivate an epibiotic flora that may be viewed as a thermal sensor.

Despite this very long history of speciation and subsequent species specialization, one
of the most striking observations we made is that many genes involved in gamete recognition
(e.g., zonadhesin, innexin) are under positive selection, suggesting that species sympatry may
still play a role in species reinforcement. These positively-selected proteins are accompanied
by several fast-evolving proteins involved in spermatogenesis, and egg-sperm fusion (e.g.,
dynein, integrin, disintegrin, protocadherin), and embryonic development (e.g.,
methenyltetrahydrofolate synthase). Moreover, specific pathways such as the Acetyl-CoA cycle
(3 targets) together with a lipid desaturase seems to become highly differentiated. In
Drosophila, desaturase genes and the Acetyl-CoA cycle are both involved in the production of
cuticular hydrocarbons (CHCs) which have a crucial role in adaptation to desiccation and also
act as pheromones involved in mating behavior (Castillo and Barbash 2017).1t is therefore
possible that these two species evolved in a different geographical context for a long period of
time and then met secondarily during the recolonization of the EPR after the episodes of
tectonic isolation that structured the hydrothermal fauna between 11-18 Ma as recently
demonstrated for the Lepetodrilus elevatus limpet complex of species (Matabos and Jollivet
2019). This rather late evolution of potential prezygotic mechanisms of isolation clearly
contrasts with the allopatric situation encountered between A. pompejana populations and
supposes that these mechanisms could last for a very long time even after a barrier to gene flow

has been erected.
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These first analyses raise many further questions about the evolutionary mechanisms
that led to the speciation of Alvinella spp. and their subsequent distribution within the complex
habitat that represent hydrothermal vents. Additional work combining polymorphism and
divergence analyses is needed to better understand the respective roles of the geographic and
ecological histories of species in promoting speciation in a such fragmented and instable

environment.
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Introduction

Identifying the genomic bases of adaptation to novel environments is a long-term
objective in sciences of evolutionary biology. Geographical expansion of populations
constitutes a thrilling storyline with unexpected developments as adaptation to novel habitats,
spatial and/or reproductive isolation between populations, and hybridization following
secondary contact events that may lead to speciation. Local adaptation is the process where
natural selection acts in opposite directions on the frequency of alleles at a given locus
depending on the environmental context in which they occur (Williams 1966). Thus, organisms
carrying locally adapted alleles will have a fitness advantage in a specific set of habitat
conditions, which may be different from the optimum encountered in a different habitat. Local
adaptation can therefore maintain polymorphism at the species level when different populations
have expanded in contrasted niches and contributes to the observed population structure. The
resulting populations that are adapted to their local environment are generally defined as
ecotypes if not entirely reproductively isolated. In the end, gene flow between ecotypes might
be reduced if selection is strong enough to eliminate intermediate phenotypes produced by the
recombination (Doebeli and Dieckmann 2003; Dieckmann and Doebeli 1999) and, represents
the launching pad for ecological speciation that ultimately lead to reproductively isolated
species.

The genomic impact of the speciation process is heterogeneous across the genome and
across time (P. Nosil and Feder 2012). There is a long continuum from the emergence of the
first genetic barrier that locally prevents gene flow along genomes to mutually impermeable
genomes between two species (Seehausen et al. 2014). A growing number of genomics studies
dealing with speciation have demonstrated the existence of heterogeneous genomic divergence
patterns between entities at different stages of speciation (Turner, Hahn, and Nuzhdin 2005;
Ellegren etal. 2012; Jones, Taylor, and Thornton 1992; Martin et al. 2013; Gagnaire et al. 2013;
Renaut et al. 2013; Soria-Carrasco et al. 2014; 2014). Some genomic regions are supposed to
preferentially diverge during the early steps of the process (Wu 2001; Feder, Egan, and Nosil
2012; Harrison and Larson 2014). These regions of reduced gene flow between populations
might then gradually spread and form large area called “island of speciation” and counteract
the genome re-homogenization in the face of gene flow (Turner et al., 2005). The role played
by these islands, and the involved loci, is a long-debated question (Cruickshank and Hahn
2014; P. Nosil and Feder 2012; Patrik Nosil and Feder 2013; Pennisi 2014; Turner and Hahn
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2010; Wolf and Ellegren 2016). Such islands may be themselves explained by different
mechanisms depending on the intensity and timing of gene flow, the genomic architecture of
reproductive isolation and recombination (Yeaman et al. 2016) and the existence and strength
of differential selective pressures between populations (Nosil and Feder, 2012, Nosil and Feder,
2013). Elucidating the typical conditions under which each mechanism is at play is central to
understanding the roles of selection and gene flow in the speciation process. These studies
identified outlier loci or regions that stand out of the expected neutral distribution of divergence
or background selection, which may be influenced by barriers to gene flow across genomes
(e.g., assortative mating, selection against hybrids, divergent selection). Such gene outliers
usually fall into four categories: (1) diverging loci associated with traits causing reproductive
isolation, (2) outliers involved in Dobzhansky-Muller incompatibilities that affect the fitness of
hybrids/heterozygotes, (3) outliers resulting from a differential effect of purifying selection in
non-crossover regions of the separating genomes, and (4) genes outliers resulting from
differential local adaptation between the splitting lineages.

The extremely fragmented nature of the hydrothermal habitat along oceanic ridges has
been noted since the discovery of the first communities and referred to as underwater oases of
life (Laubier 1984; Lutz, Jablonski, and Turner 1984). This observation raised many questions
about the ability of this particular fauna to colonize and disperse in such a patchy and unstable
habitat. Most genetic studies have shown that the population structure of hydrothermal species
follows a model of isolation by distance (Audzijonyte and Vrijenhoek 2010) but recent studies
evidenced the non-negligible role of physical barriers to larval dispersal such as transform faults
or microplates in separating metapopulations as a byproduct of the tectonic history of the region
(Johnson et al. 2006; S. Plouviez et al. 2009; Sophie Plouviez et al. 2010; 2013). In the
meantime, both the spreading rate and geological settings of the seafloor greatly vary between
oceanic ridge segments and is likely to produce heterogeneities in the nature of hydrothermal
vent emissions and their dynamics (Desbruyeéres et al. 2001), and thus a positive driving filter
for selecting immigrants. The Mid-Atlantic Ridge (MAR) separates the Eurasian and North
American plates in the North Atlantic and the African and South American plates in the South
Atlantic and is a perfect example of the highly fragmented and heterogeneous nature of the vent
habitat. This slow-spreading ridge, considering its low accretion rate, has a much more
segmented structure with a wider and deeper axial valley compared to fast-spreading ridges
(Yves Fouquet et al. 1993). Accordingly, hydrothermal vents are scarce along the ridge,
involving larger inter-field distances and more frequent barriers to larval dispersal (Breusing et

al. 2016). This dynamic is therefore expected to lead to a greater isolation of hydrothermal
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populations. Near the Equator, the Mid-Atlantic Ridge is divided into the North Mid-Atlantic
Ridge (NMAR) and the South Mid-Atlantic Ridge (SMAR) by the Romanche Fracture Zone.
Reaching 7,370m in depth, this large transform fault is one of the deepest locations in the
Atlantic Ocean (Heezen and Hollister 1964) and creates an offset of 935 km in the ridge axis.
Between the Azores Triple Junction and the Equator, hydrothermal sites are distributed along
a depth gradient ranging from 600m to 4,100 m. Together with changes in the nature of rocks
(ultramafic vs basaltic nature of fluids: Fornari and Embley (2013), this depth gradient
dramatically impacts ecological conditions between sites by modifying the species composition
of both the microbiota and macrobiota (C. L. Van Dover 1995; Desbruyeres et al. 2000; 2001;
Flores et al. 2011). Along the ridge, each hydrothermal vent is characterized by specific
physical and chemical properties as a consequence of variations in pressure (up to 420 atm),
temperature (from 2—-4°C up to 400°C) that can occur both spatially and temporally (Gamo et
al. 1996), fluid concentrations of sulfide, H2 and methane that can fuel endosymbiosis (C. L.
Van Dover 1995) and the fluid composition in toxic chemical compounds following the
presence/absence of separating phases in the fluid emissions (Charlou et al. 2000; 2002; Gamo
et al. 1996; Von Damm et al. 1998).

Mussels of the genus Bathymodiolus (Bivalvia: Mytilidae) are key members of animal
communities in chemosynthetic ecosystems worldwide. In many vent environments, they
represent engineer species that form dense mussel beds that serve as habitats and settlement
substrates for other vent-associated organisms (Govenar 2010). These deep-sea mussels are
sessile as adults and have a planktonic larval stage through which they disperse between venting
sites. Larvae may be dispersed over large distances in upper ocean currents, because
Bathymodiolus veligers can be transported away from the seafloor passively in hydrothermal
plumes (L. S. Mullineaux et al. 2005) and migrate vertically during their ontogenetic
development (S. M. Arellano et al. 2014). Larval life duration may hold from more than 6
months to nearly one year according to species but little is known about their ability to reach
the upper euphotic layer of the water column (Dixon et al. 2006; S. M. Arellano et al. 2014;
Shawn M. Arellano and Young 2009). On the MAR, Bathymodiolus dominates the vent fauna
(Cosel, Comtet, and Krylova 1999; van der Heijden et al. 2012). Evidence from
phylogeographic analyses of the COl mitochondrial gene however suggested that the taxon is
sub-divided into 4 (sub-)species that form a monophyletic group, which may have split after
separation from their western Atlantic cold-seep ancestors, the B. boomerang complex (van der
Heijden et al., 2012). According to Faure et al. (2009) and van der Heijden et al. (2012), the

-102 -



history of the Atlantic vent sites colonization by Bathymodiolus spp. is more likely the result of
a North to South expansion of populations with recurrent isolations than independent
colonization events from continental margin seeps of Africa and America. Because
Bathymodiolus has long-lived planktotrophic larvae, favorable currents may transport them for
several hundreds of kilometers along or over the ridge. The Atlantic meridional overturning
circulation (AMOC) may bridge long distances for larval transport between ridge segments
through the large and deep equatorial fracture zones, although it should also represent a physical
barrier to nearby sites located on each side of the equatorial belt. It has been hypothesized that
other chemosynthetic habitats including hydrocarbon seeps, possibly also sunken wood and
whale carcasses (Distel et al. 2000; Smith et al. 1998) and off-axis habitat with fluid flow
(DeChaine et al. 2006; M. L. Kelley et al. 2001; D. S. Kelley et al. 2005) may also serve as
bridging habitats for hydrothermal vent species.

In the North, B. azoricus occurs at shallower vents (800-2,250m) on the Azorean Triple
Junction (NMAR), and B. puteoserpentis inhabits deeper vents (2432—-3650m) along the central
MAR (MMAR) (Cosel, Comtet, and Krylova 1999). These two species commonly hybridize
across long geographic distances and have secondarily met at the intermediate Broken Spur
(3,350m) vent field (O’Mullan et al. 2001; Y. Won et al. 2003; Maas et al. 1999; Faure et al.
2009) without evidence for general hybrid incompatibilities (Breusing, Vrijenhoek, and Reusch
2017). A multi-loci approach study supported however the hypothesis of a relatively old mosaic
hybridization zone with isolation phases (in allopatry) and secondary contacts. B. azoricus and
B. puteoserpentis would have been reconnected about 0.5My ago with a strong asymmetry of
gene flow from B. azoricus to B. puteoserpentis, associated with the expansion of B.
puteoserpentis to the North (Faure et al., 2009). This hypothesis of allopatric speciation was
supported by the discovery of recombinant allelic forms between B. puteoserpentis and B.
azoricus (Faure et al., 2009), but the age of this recombination event and the lack of F1 hybrids
in the Broken Spur population (Breusing et al. 2017) suggested that the hybridization event was
not recent but introgressive. Divergence of some introgressed allelic lines and the wide spatial
distribution of backcrosses indeed both indicated that the history of hybridization is probably
old, and do not completely refute the hypothesis of parapatric speciation with incomplete
lineage sorting (Faure et al., 2009) or the filtering selection of introgressed individuals along
the depth gradient (Breusing et al. 2017).

In the Southern MAR, two unnamed closely related Bathymodiolus species were
recently described from hydrothermal vents at 5°S and 9°S (van der Heijden et al., 2012). The

mussels at 5°S were morphologically similar to B. puteoserpentis individuals while 9°S mussels
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displayed more variable shell morphology with similarities to B. azoricus (van der Heijden et
al., 2012) although their average body size was much smaller. The two populations seem to be
presently isolated one to each other with a lack of recent exchanges (van der Heijden et al.,
2012, Breusing et al., 2016). Based on a multiple loci approach that used the same nuclear
markers developed by Faure et al. (2009), the initial split of the four forms occurred about 2
million years ago and shows however the existence of a massive and probably recent gene flow
from population at 9°S to population at 5°S with a shared history between 5°S and B.
puteoserpentis located further north (van der Heidjen, in prep). In this complex evolutionary
history, it appears that the Romanche transform fault may have played an important role in the
colonization of the ridge but does not in itself constitute an efficient barrier between the

southern and northern populations.

In this study, we sought to better understand the emergence and maintenance of several
cryptic species of Bathymodiolus, which are linked to the dynamic of the ridge colonization and
ecological pressures regarding to the numerous chemical differences between the hydrothermal
venting sites and the depth gradient. More specifically, we studied how the process of speciation
reshaped the genome architecture between our three study species. We identified targets of
selection and divergent genes as well as their position in the genome to get a better idea of the
speciation dynamics in this hostile and highly variable environment. Estimating both gene
divergence and dn/ds (strength of selection) over collections of orthologous genes allowed us
to specifically tackle the following questions: What accounts for the initial lineage split of
Bathymodiolus mussels: allopatric isolation due to physical barriers to gene flow or divergent
local adaptation associated with depth and chemical differences between vent sites? Can outlier
genes of divergence be associated with some environmental factors that may be responsible for
divergent selection or are they only linked to reproductive isolation? To this extent, we therefore
assess the number of highly divergent loci accumulated between the three mussel species
assuming that at least two of them presently live at the same depth, define more precisely
whether these divergent genes are grouped in genomic islands and whether they are under
positive selection and correspond to specific metabolic pathways involved in niche

specialization.
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Material and methods

Animal sampling and genome/transcriptome sequencing

The MAR has been intensively searched for thermal anomalies and mapped with video
surveys. This led to the discovery of a series of vent sites along the North Atlantic ridge starting
with the sites TAG (26.08°N/MAR:(Rona et al. 1986)), Snake Pit (23.22°N/MAR: (Karson and
Brown 1988)), Broken spur (29°10N/MAR: (Murton, Dover, and Southward 1996)) together
with the three vent fields Lucky Strike, Menez Gwen and Rainbow on the Azorean plateau
(36°14°N-37°35/MAR(Klinkhammer et al. 1995; Y. Fouquet et al. 1995)), the Logatchev vent
field (14°45N/MAR: (Krasnov et al. 1995)) and more recently the deepest sites
Achadze/Seminov sites (13°N/MAR: (Ondréas et al. 1997)). Associated communities to these
sites were mainly made of mussel beds and shrimp swarms (C. L. Van Dover et al. 1996). The
South Atlantic ridge was explored only very recently and led to the discovery of hydrothermal
vents at 5°S and 9°S on the SMAR in 2005 (Haase et al. 2009; 2007; German et al. 2008). As
opposed to the shallowest 9°S vent sites lying by a water depth of 1,500 m, the 5°S vents are
found much deeper around 3,000 m below the surface on a two kilometers-long volcanically
active plateau of the ridge axis and include three high-temperature vents and numerous low-
temperature vent sites with diffuse fluid flow (Haase et al. 2007). While both the Lucky Strike
and Menez Gwen vent fields together with the deeper sites Broken Spur (29°N) or
Clueless/Golden Valley (5°45S/MAR) are governed by a basaltic-hosted hydrothermalism with
fluids enriched in sulfides but nearly devoid of metallic compounds and other gaz (see Fouquet
et al., 1995), other vent sites such as Rainbow, TAG, Snake Pit, Logatchev, and Ashadze are
characterized by ultramafic fluids clearly enriched in methane, H2 and iron and manganese
(Karson and Brown 1988; Krasnov et al. 1995; Charlou et al. 2002; Haase et al. 2007; Ondréas
et al. 2012).

The genome of B. azoricus has been sequenced using several individuals from the
Menez Gwen shallow vent site (800m depth, 37°51'N) at the Okinawa Institute of Science and
Technology (coord. N. Satoh (OIST, Japan) and A. Tanguy (SU, France). An initial assembly
was first performed using raw long-read PacBio librairies (Rhoads and Au 2015). This assembly
was then subsequently used as a target of additional short PE reads from shotgun sequencing

(provided by A. Tanguy) and reads from 454 sequencing (provided by N. Satoh) to increase its
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coverage. Gill or mantel tissues from five or six individuals were used to perform the total RNA
extraction for the RNAseq Illumina sequencing. Individuals for B. puteoserpentis and B. sp.
5°S came from the Irina hydrothermal site at Logatchev (14°45°N) and the Clueless site of the
5°47°S MAR field (see: Breusing et al. 2016 for the assembly of transcriptomes of the two
species and Genbank accession numbers). All RNAseq datasets were assembled using the
Trinity software (Grabherr et al. 2011) following a trimming (Trimmomatic v0.32 with leading
and trailing parameters equal to 5) and normalization procedure with the following IHluminaClip
parameters: number of seed mismatch: 2, palindrome clip: 30, matching accuracy to adapter:
10, and a 25 bp sliding window of an average sequence quality of 4 (The metrics are available
in Supplementary Table 3.1).

Home-made pipeline to estimate divergence and dn/ds for pairwise combination of

orthologous genes

This pipeline has been designed in order to calculate divergence and estimated the selective
pressure along the coding regions of assembled transcriptomes of closely related species
previously positioned on a reference genome, using a 24-columns MegaBLAST output of a

transcriptome against the reference genome.

e Megablast

Because coding sequences are compared between divergent individuals of closely-related
species, a sequence-similarity search was performed using each collection of transcripts
obtained for B. puteoserpentis and B. sp. 5°S against the scaffolds of the two half B. azoricus’
genome assembly with the software MegaBLAST implemented in NCBI BLAST+ 2.2.30
nucleotide-nucleotide search, optimized for very similar sequences (set expectation value cutoff
= le-15, maximum hits to show = 1). This search produced two tabular outputs of 22,188 and
22,120 pairwise alignments for B. puteoserpentis and B.sp.5S, respectively. To compare the
level of selection and divergence between the three species, we used the two former final
datasets containing pairwise alignments. We first extracted sequences from B. sp. 5°S that
displayed an orthologous hit in B. azoricus’ genome to build fasta file. We then made a blast
search with the Trinity file containing B. puteoserpentis sequences against the B. sp. 5°S
extracted fasta file used as the reference database with the same MegaBLAST procedure. This
third tabular output (i.e. 5,430 pairwise alignment) was then filtered together with the two others

MegaBLAST files with the following pipeline.
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e Paralog

Each of the 24-columns MegaBLAST outputs, was then filtered using a home-made Perl
script (called “Paralog”) in order to discriminate genes according to their position and
occurrences onto the genome scaffolds. This allowed us to rule out putative duplicated genes
in our subsequent analyses. Based on the positions of hits on both scaffolds and transcripts,
genes were separated into distinct categories, namely scaffold paralog, tandemly repeated
paralogs, allelic forms of a gene in either genes without intronic sequences or genes containing
introns. Scaffold paralogs correspond to coding sequences found on distinct scaffolds,
tandemly-repeated genes to sequences found at different non-overlapping positions onto the
same scaffold, allelic forms of a gene corresponded to several transcripts matching exactly the
same positions onto a scaffold, and the two others categories were transcripts only found once
into the genome at a given scaffold position with a discrimination when the Megablast hits
corresponded or not to a succession of positions both onto the scaffold and the transcript (i.e.
exonic regions). Pairwise coding sequences obtained in the two last categories (referenced as
exon and uniq) were then used for estimating divergence and associated dn/ds ratios in the

pipeline.

e Search for coding DNA sequences (CDS) in pairwise alignments

Nucleic acid sequences were translated into the six reading frames to select for the longest
CDS between two subsequent stop codons. Sequences containing gaps, undetermined nucleic
acids (N) or alternative ORFs were removed from the dataset. To avoid false positives and
reducing the risk of calculating dn/ds values from non-coding or incorrect framed sequences,
we performed a sequence-similarity search against the UniProt database using BlastP from
NCBI BLAST+ 2.2.30 (set expectation value cutoff = 1e-10, maximum hits to show = 1).
Sequences with no annotation from UniProt or with a CDS shorter than 300 nucleotides were

removed from the analysis.

e Divergence and dn/ds calculation

Estimation of divergence, synonymous and nonsynonymous substitution rates and detection
of positive selection in protein-coding DNA sequences were performed in batch using the
program yn00 from pamlX 1.2 (Z. Yang 2007; Xu and Yang 2013). This program implements
the method of Yang and Nielsen (Z. Yang and Nielsen 1998) to calculate ds and dn values from
pairwise comparisons of protein-coding DNA sequences. The weighting parameter that decides

whether equal weighting or unequal weighting will be used when counting differences between
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codons was set at zero (= equal pathways between codons) and the universal nuclear genetic
code was used (icode = 0). Output from yn00 was then parsed and subsequently filtered from
infinite values (99) when S.ds was scored to zero. When both dn and ds values were null, dn/ds
was reset to zero. To avoid a division by zero, if the dn value was different from zero but the ds
was zero, S.ds was reset to 1 assuming that at least one synonymous mutation was missed by
chance in the sequence.

To avoid any potential effect of greater divergence at non-synonymous sites when values
of neutral divergence (ds) departed from zero possibly due to sequencing errors, the significance
of all dn/ds values greater than zero was tested using a home-made R script. For that purpose,
we produced 1,000 random alignments of each pair of coding sequences using a bootstrap
resampling of codons (from the bootstrap option of codeML in PamIX 1.3.1). We then
estimated the associated divergences dn and ds for each resampled alignment using the same
software. Then we calculated the difference (D) between each dn and ds resampled values in
order to test if the observed value of this difference was significantly greater than zero (i.e. fall
outside the distribution of the 1000 pseudo-replicates). To this end, we performed a
unidirectional one-sample z-test from each resampled set of paired sequences and adjusted p-
values over the whole set of genes using the false discovery rate correction representing the
expected proportion of false discoveries with the rejected null hypothesis (Benjamini and
Hochberg 1995).

Identification of islands of divergence and/or adaptation

To investigate the spatial architecture of the divergence and of putative genes under strong
purifying (dn/ds close to zero) or positive selection (dn/ds >1) at the genome scale, both the
divergence and dn/ds associated values were positioned along the longest scaffolds (>50,000
bp) that contain more than 5 genes for each pair of comparisons (i.e. B. puteoserpentis vs B.
azoricus, B. sp 5°S vs B. azoricus, and B. puteoserpentis vs B. sp 5°S). According to the gene
distribution along scaffold, three types of patterns relying on the number and level of clustering
of divergent genes (divergence > 0.1) among scaffolds were depicted. These patterns were
defined as follow: (1) scaffolds without divergent genes, (2) scaffolds with one or two punctual
divergent genes and, (3) scaffolds carrying a group of divergent genes corresponding to a
putative island of speciation. The proportion of each group was then estimated for each of the
three comparative studies. In addition, the mean distance (d) between two divergent genes and
its standard deviation (s?), have been estimated for each scaffold and the contagious patterns of

divergent gene distribution along scaffold tested thanks to the calculation of the Fisher’s index
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of dispersion (s(d)/mean(d)). Divergent genes are randomly distributed when the index equal
one, over-dispersed for values lower than one and aggregative for values greater than one.

We also tested positive correlation between dn/ds and divergence (t) along scaffolds
(>50,000 bp with more than 5 genes per scaffold) as a proxy for a genome-wide adaptive
evolution of proteins assuming that, under nearly neutral evolution, dn/ds remains nearly
constant between zero and one before the time at which most of the synonymous sites become

saturated, and slightly decrease afterwards.

Transcript Annotation Using Trinotate and Diamond

We applied the pipeline from Bryant et al., 2017 that uses Trinotate as a bioinformatics
protocol and software system for annotating putative functional characteristics of transcripts
and choose to use Diamond (Buchfink, Xie, and Huson 2015) instead of Blast to perform
sequence-similarity searches. Similarities to known proteins were detected by a DiamondX
search on a comprehensive protein database formed by merging Swiss-Prot (Boeckmann et al.
2005) with UniRef90 (UniProt Consortium, 2015) protein databases downloaded from UniProt
(versions available on July 5, 2014). Likely coding regions within transcripts were predicted
using TransDecoder (http://transdecoder.github.io) and resulting protein products were
searched for sequence similarities against the comprehensive protein database described above
(DiamondP) and for conserved protein domains using Hmmer (http://nmmer.org/) and PFAM
(Finn et al., 2014). Results were parsed by Trinotate, stored in an SQL.ite relational database,
and then reported as a tab-delimited transcript annotation summary file. Gene Ontology
identifiers were transitively assigned to transcripts based on available GO annotations of best-

matching Swiss-Prot entries (E < 1e-10).

Results

e Assembly and annotation of the reference genome and associated transcriptomes
The genomic scan of gene divergences and associated dn/ds ratios used a home-made
pipeline based on MegaBlast searches on the first draft of genome assembly of B. azoricus
using a series of assembled transcriptomes (see metrics in Supplementary Table 2.1) of B.
puteoserpentis and B. sp 5°S. The genome assembly consisted in 42,377 scaffolds

corresponding to a total size of 763Mb, which covers half of the genome (approximatively 1.5
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— 1.8 Gb and 16 chromosomes expected (Dixon et al. 2010; Bonnivard et al. 2009). The
mapping of both divergence and associated dn/ds along scaffolds was however only performed
on the 2,819 longest scaffolds (> 50,000 bp) in order to maximize the number of genes per

scaffold.

e Identification of orthologous genes

Using the genome of B. azoricus as a reference, we analyzed 152,774 pairwise Blastn
alignments between B. azoricus and B. puteoserpentis and 139,331 pairwise Blastn alignments
between the transcriptomes of B. azoricus and B. sp. 5°S. As these putative genes contain
paralogs, tandemly repeated paralogs, allelic forms of a gene in either genes without intron or
genes with introns, we filtered our datasets in order to only keep ‘true’ putative orthologous
genes, reducing the number of pairwise alignments to 106,048 and 96,937, respectively.
Determination and translation of the CDS with a minimum threshold of 300 bp and sequence-
similarity search against the Uniprot database reduces the two final datasets to 22,188 and
22,120 pairwise alignments of coding sequences on which the further analyses were performed.

The third species comparison between B. puteoserpentis and B.sp. 5S, which both share the
same hydrothermal habitat at the same depth was then performed according to the two fasta
files derived from the datasets previously obtained from the initial Blast search onto the
azoricus genome. As the sequences used to build the two fasta files have already been
drastically trimmed by our pipeline (mean sequence length = 330bp), the pairwise Blastn
alignments between B. puteoserpentis and B. sp. 5°S only resulted in 12,494 pairs of sequences.
The applied filtering to discard non-orthologous genes decreases the dataset to 11,630 pairs.
The filter based on the sequence-similarity search against the Uniprot database reduces the

dataset to 5,430 pairwise alignments of coding sequences.

e Distribution of the genetic divergence and dn/ds values

The evolutionary dynamics of genes during speciation was investigated by calculating the
divergence and the associated pairwise synonymous to non-synonymous substitution rates
between orthologous transcripts of closely-related species (see the “Methods” section). The
distributions of the divergence between B. azoricus and B. puteoserpentis and between B.
azoricus and B. sp. 5°S are nearly identical (Wilcoxon test, p-value < 2.2e-16). Among the
22,188 orthologous genes studied between B. azoricus and B. puteoserpentis, 54% of the coding
sequences are strictly identical with no nucleotide differences, 30% of the genes display
divergences between 0.5% and 1.75% (0.01>t>0.05), and only 7% represent outliers that
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diverge by more than 2% (t>0.06) along their sequence (Figure 3.1). Among the 22,120
orthologous genes studied between B. azoricus and B.sp. 5°S, 46% of the coding sequences are
strictly identical with no nucleotide differences, 35% of the genes display divergences between
0.5% and 1.75% (0.01>t>0.05), and only 8% of the genes represent outliers that diverge by
more than 2% (t>0.06) along their sequence (Figure 3.1). As expected in speciation with gene
flow, the overall mean divergence of genes is low (t=0.016 and t=0,019, respectively) with
values following a negative exponential distribution with a slight bimodal effect, the second
mode centered around a value ten times greater (i.e. about 0.018 substitution per codon)
whereas the majority of the values are between 0 and 0.005. The distribution of divergence
values between B. puteoserpentis and B. sp. 5°S follows a distinct distribution with a narrower
peak of low divergence values where 46% of genes display no nucleotide difference, and non-
null divergences are ranged between 0.004 and 0.02. Only 1.8% of values exceed the threshold

of 0.05 substitution per codon.
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B. azoricus/B.puteoserpentis B. azoricus/B.puteoserpentis B. azoricus/B. sp. 5°S

Figure 3.1: Boxplot summarizing the distribution of the divergence values found in both the early and late
states of speciation in Bathymodiolus species complex
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Regarding the distribution of the dn/ds values between B. azoricus and B. puteoserpentis
most of the genes are non-divergent genes with a dn/ds ratio reset to zero (Figure 3.2). Amongst
diverging genes, 56% of the genes are under strong purifying selection with dn/ds values lower
than 0.25, 36% of the values are distributed in a small peak of selective relaxation between 0.25
and 0.5, and 6% of the genes are under positive selection with dn/ds values higher than 1 and
represent about 2.3% of the total number of genes examined (Figure 3.2). This value is lower
to the nearly 4.2% of genes under positive selection found between B. azoricus and B. sp. 5°S.
The distribution of the dn/ds values between B. azoricus and B. sp. 5°S follows exactly the same

pattern but 8% of the genes are under strong purifying selection.
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Figure 3.2: Density distributions of dn/ds values estimated for each pairwise alignment of orthologous genes
in both the early and late states of speciation in Bathymodiolus spp. mussels using the method of Nielsen &
Yang (1998) implemented in PamIX. The marroon, green and yellow colors correspond to the comparison
B. azoricus/B. puteoserpentis, B. azoricus/B. sp. 5°S, B. puteoserpentis/B. azoricus respectively.

Between B. puteoserpentis and B. sp. 5°S, the distribution of dn/ds values segregates in three
modes (Figure 3.2). About 38% of the genes have a dn equal to zero (i.e. not enough time to

accumulate mutations) and together with the genes with dn/ds values ranged between 0 and
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0.25 (genes under strong to moderate purifying selection) represents the first mode (51%). The
second mode associated with genes evolving under more relaxed conditions (31%) is shifted at
0.45 when compared to the two other distributions and the third mode corresponds to very few
genes with a dn/ds around 0.8. Although not expected, 7% of the divergent genes are outliers
associated with strong positive selection. The dn/ds means estimated for the three pairs of
comparison are similar (0.34 for B. azoricus/B. puteoserpentis, 0.37 for B. azoricus/B. sp. 5°S,
0.35 for B. puteoserpentis/B. sp. 5°S) indicating that purifying (background) selection is almost
the same in the three mussel species under scrutiny. In other words, at least around 65% of non-
synonymous mutations are deleterious and do not fix.

e Associated gene functions with significant positively selected genes or genes with

very high evolutionary rates.

Speciation along the depth gradient within the NMAR: B. azoricus/B. puteoserpentis

Among the 277 genes under positive selection (dn/ds >1) for which dn/ds values remained
significant after the resampling test of the dn-ds difference and the FDR procedure, only 81 of
them were annotated in the UniProt database. These genes are encoding proteins involved in
(1) endocytosis and immunity response and bacterial growth regulation, which may play a
crucial role in the mussel allowance and control of the endosymbiosis (Caspase-3, Lectin
domain family, Copper-transporting ATPase, Fibrinogen, Ganglioside GM2 activator, Golgi-
specific brefeldin, A-resistance guanine nucleotide exchange factor, low-density lipoprotein
receptor, sodium/bile acid cotransporter, Matrilin-2, cytochrome reductase, P-glycoprotein,
Peptidoglycan recognition protein, N-acetylgalactosaminyl transferase, Toll receptor), (2) DNA
repairs/replication regulation and biosynthesis (DNA polymerase, Dual specificity protein
kinase CLK2, Exonuclease 3'-5' domain, Helicase C, Poly[ADP-ribose] polymerase, RNA
polymerase I, WD repeat), (3) stress response (Aldehyde dehydrogenase, inflammatory factor-
1 , Dual oxidase , Formin-2 , Heat shock protein, Neuronal acetylcholine receptor, P-
glycoprotein , Stress-induced-phosphoprotein), (4) gametogenesis and reproduction (Formin-2,
Innexin, Lamin DmO, Microfilarial sheath protein SHP3, Oocyte zinc finger protein XICOF22,
Patched domain-containing protein 3, protein DDB G0290503, Zinc transporter ZIP1), and (5)
shell biomineralization and nacre formation (Myosin-la, Shell protein-4, Tenascin-X, Titin,

Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 37).
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Speciation along the depth gradient and the Equatorial Fracture Zone (the B. azoricus/B.
sp. 5°S comparison)

In the same way, a slightly higher number of 370 orthologous genes for which dn/ds values
were greater than one and remained significant after the resampling test of the dn-ds difference
and the FDR procedure were recovered between B. sp. 5°S and B. azoricus. Amongst the 88
annotated genes, a great number of genes was nearly identical to those depicted with the B.
azoricus/B. puteoserpentis comparison with a much less emphasis on genes involved in DNA
repairs/replication, and thus provides an interesting ecological replicate of the species isolation
process. They encode for proteins involved in (1) immunity and antiviral response (Fibrinogen-
related protein, Laccase, Neuronal acetylcholine receptor subunit alpha-7, Peptidoglycan
recognition protein 3, Protein deltex-3-like protein, protein toll-like, Sialin, Stimulator of
interferon protein 2, Toll receptor-1, toll-like receptor 3), (2) reproduction, gametogenesis,
sexual differentiation (Beta-hexosaminidase, Innexin, Lamin, Microfilarial sheath protein
SHP3, Oocyte zinc finger protein, protein DDB G0290503, Zinc transporter ZIP1, zonadhesin),
(3) stress response (Formin-2, Heat shock 70 kDa protein 12A, Heat shock 70 kDa protein 12B,
Cold shock domain-containing protein E1), (4) shell matrix formation and shell
biomineralization (dentin sialophosphoprotein-like isoform X1, Shell protein-4, Titin,
Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 37, Microfilarial sheath protein SHP3, Tenascin), and
tegument/membrane structure (actin, collagen, epidermal growth factor named fibropellin,
GTP-binding protein, protein-methionine sulfoxide oxidase MICAL1, ATP-binding cassette),
(5) DNA/RNA repairs, protection and methylation (Cold shock domain-containing protein E1,
DNA repair protein complementing XP-G cells-like protein, Formin-2, Protein deltex-3-like

protein, Ribonucleoside-diphosphate reductase small chain).

Speciation across the Equatorial Fracture Zone (the B. puteoserpentis/B. sp. 5°S
comparison)

Following the same protocol, we only recovered very few genes under positive selection
for the third comparison. This may be either due to the weaker average divergence between the
two cryptic species or their similar environmental conditions. Amongst the 75 orthologous
genes under positive selection (dn/ds >1) for which dn/ds values remained significant after the
resampling test of the dn-ds difference and the FDR procedure, 22 were annotated. They are
still involved in similar biological processes such as: (1) immunity especially antimicrobial
interaction involving Peptidoglycan recognition protein 3 and peptidoglycan responsive

receptors Toll-like receptor-6, Toll-like receptor-c, and (2) the shell formation (shell matric
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protein) but with (3) a greatest variety of biological responses concerning DNA damages and
repairs (barrier-to-autointegration factor, ribonucleoside-diphosphate reductase), cell apoptosis
(apoptotic DNA fragmentation, Endonuclease G), fatty acid/lipid degradation (aldehyde
dehydrogenase, phospholipase) and, neuropeptide signaling pathway (Tyramine beta-
hydroxylase, neurexophilin). Biological processes associated with the shell formation and the
response to environmental stresses were poorly represented, and virtually absent for
reproduction, gametogenesis, and sexual differentiation.

Co-localization of genes under positive selection between the three species comparisons

All the positively-selected genes are distributed on 158 different scaffolds. However,
positive selection does not seem to affect the same locus (genome region) of the protein product
when shared between the species pairs. For example, B. puteoserpentis gene coding for the heat
shock protein 70 is mapped on scaffold 1485 on the genome of B. azoricus whereas its analog
for B. sp. 5°S is mapped on scaffold 7047. This may be either due to recent gene duplications
over the mussel genome (not depicted by our sorting script) or possible artifactual redundancy
during the genome scaffolding. Among all annotated genes under diversifying selection only
one is co-localized between the three species pairs of comparison and code for the
peptidoglycan recognition protein 3. Nine genes are commonly under strong positive selection
in the pairs of comparison B. puteoserpentis/B. azoricus and B. sp. 5°S/B. azoricus. They encode
for proteins involved in the innate immunity (Peptidoglycan recognition protein, Golgi-specific
brefeldin, A-resistance guanine nucleotide exchange factor 1) and adaptive immunity
(fibrinogen-related protein 8, Neuronal acetylcholine receptor subunit, polypeptide N-
acetylgalactosaminyltransferase). Three genes are also under positive selection in the pairs B.
puteoserpentis/B. azoricus and B.puteoserpentis/B. sp. 5°S and encode for the peptidoglycan
recognition protein, shell matrix protein formation and Aldehyde dehydrogenase family 8
(oxidative stress response). Finally, five genes are commonly under strong positive selection in
the two last species pairs B. puteoserpentis/B. azoricus and B. sp. 5°S/B. azoricus, whose
functions are related to oxidative/anoxic stress response (Alanine aminotransferase, Aldehyde
dehydrogenase, Group XV phospholipase, dual phosphatase) and immunity (peptidoglycan
recognition protein).

e Patterns of nucleotide substitutions and highly divergent genes
The relationship between dn and ds rates of substitutions was compared between the three
species pairs of mussels thanks to a linear regression in order to take into account the very high

inter-genes variance of these rates (Figure 3.3). Comparing their slope and intercept, the two
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species pairs B. puteoserpentis/B. azoricus (y= 2.456e-03 + 9.839e-02x + 0.01) and B. sp.
5°S/B. azoricus are similar (y=2.813e-03 + 1.042e-01 + 0.01) whereas the slope of the B.
puteoserpentis/B. sp. 5°S comparison is lower and the intercept higher (y = 6.093e-04 + 1.366¢-
01 + 0.004). For the three species pairs, the majority of genes are stacked around null values of
dn and ds but the relationship between the two rates for the remaining genes is on average 5:1,
one nonsynonymous substitution for five synonymous substitutions when comparing the two
deepest species with B. azoricus. This may be explained by the very efficient purge of
deleterious alleles with the fixation of species-specific alleles during the speciation process.
This relationship is even greater and close to 1:6.25 for genes in the B. sp. 5°S/B. puteoserpentis
comparison for which the species divergence is lower. This suggests that the purge of
deleterious alleles is even more pronounced in the two segregating polymorphisms during the

allelic sorting process following the initial population split

— B. azoricus/B. puteoserpentis
— B. azoricus/B. 5°S sp.

051 B. puteoserpentis/B. sp. 5°S ;

T

0.00 0.25 0.50 0.75 1.00
ds

Figure 3.3: Biplots of the rates of synonymous and non-synonymous divergences between B. azoricus/B.
puteoserpentis (maroon) and B. azoricus/B. sp. 5°S (green) and B. puteoserpentis/B. sp. 5°S (beige). The grey
dashed line represents the expected linear relationship between ds and dn under neutral evolution.

Outlier genes associated with high evolutionary rate (ds > 0.5) should thus represent fast-

evolving genes that may endure duplications, and selective loss and gain of duplicates according
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to habitat/geographic isolation during the early steps of speciation. The number of highly
divergent genes (i.e. in the tail of the genes distribution) is clearly greater (23 and 24 annotated
genes) and much more diversified when comparing the two first species pairs with B. azoricus
to that of B. puteoserpentis and B. sp. 5°S, for which only one outlier gene encodes for a
endoglucanase enzyme. Other genes with unexpected saturated ds rates are involved in a large
variety of functions but encode mostly for protein-modifying enzymes such as acyltransferase,
endonuclease, glycosidase, hydrolase, metalloprotease, methyltransferase, nuclease,
oxidoreductase, and transferases. Four highly divergent genes annotated as hypothetical protein
are co-localized on the same scaffold and may be the mark of the accumulation of genetic
incompatibilities in this specific region of the genome. All of these highly divergent genes
indeed display very low values of dn/ds (0.01 < dn/ds < 0.23) meaning that there are under
strong purifying selection and thus more likely to be involved in post-zygotic processes of the

reproductive isolation than to habitat specialization.

e Distribution of divergence and associated dn/ds along the genome

B azoricus/B. sp. 5°S

D Group of divergent genes
D No divergent genes

B. azoricus/B. puteoserpentis - | | Bl Functual divergent

0.00 0.25 0.50 0.75 1.00
Percentage

Figure 3.4: Genomic distribution of divergence along the longest scaffolds (>50,000bp) of the B. azoricus
draft genome (subset of genes representing about one tenth of the genome). According to the index of
distribution and our criterion of selection by eye, three distribution patterns of the divergence are found along
scaffolds: no divergent gene identified on the scaffold (un grey), sporadic presence of one divergent gene on
a scaffold (in blue), and group of spatially linked divergent genes (in yellow).

Distribution of gene divergence was examined over the 2,819 scaffolds exceeding 50,000
bp representing 11% of the overall genome. Based on our gene mapping, only 246 scaffolds
carry more than 5 genes, the minimum gene coverage threshold to infer a pattern of divergence.
The spatial arrangement of divergence among scaffolds is similar between B. puteoserpentis/B.
azoricus and B. sp. 5°S/B. azoricus. Because the genome-wide level of divergence is low and
close to zero, null-to-low values of divergence are homogeneously distributed among scaffolds
with a few punctual observable outliers. As a consequence, about 87% and 89% of the examined

scaffolds have no divergent genes (Figure 3.4) when looking at these two species pairs,
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respectively. Scaffolds containing only one divergent gene account for 10% and 9% of the
examined portion of the genome and only 3% and 2% of the largest scaffolds displays a pattern
of islands of divergence (where the majority of the mapped genes has a divergence per codon
higher than 0.1). The average values of dn/ds per scaffold are globally homogeneous among
scaffolds but with a highly fluctuating dispersion index, mainly depending on the gene density
which greatly varies between scaffolds. No island of divergence and very few scattered

divergent genes were depicted in the third pair comparing the two deepest mussel species.

-118 -



L

E

i

i

1.00 1

0.75 1

aouabianig

|

I

I
—_—

|

!

L96P|04EIS
€¢6P|0HEIS
906P|0HEIS
¢18P|0HedS
TT8P|OHeIS
G89P|0HeIS

Y9vSpjojeds
€GP|oyeds
€2GP|0YeIsS
0G0Splofeds
908YP|ojeds
9vplojeds
CSSPPIojEds
¢6EVP|OHEIS
68TVP|ojEdS
TLTyPlojeds
Typlojeds
901P|OHEIS
SOPP|OHeds
LGB8EP|OJEIS
9EP|ojEeIS
LGZEP|OfEIS
S0EP|0HEIS
659¢P|ojEdS
6GZP|0}eIS
£G¢P|oyeds
¢6¢Plojeds
GiyZPlojeds
8¢Zplofeds
YSECP|OHEIS
62ZP|0}eds
¢ ZPlojeds
L8T¢ZPlojeds
TLTZPlojeds
L80¢plojeds
S0ZP|OHedS
¢0¢P|oyeds
9681PIojEIS
¥6.1P|ojeds
€/ TP|O}eIs
8/91P|0HEdS
T.yTpjojeds
TPI0JeIs
LBETPIOEIS
8GETPIOfEIS
TSETPjofEdS
CrETP|OjEdS
¢Iployeds

9901TplofEeds
090Tp|ofEds
¢S0TP|ojEds
9T0TPIofEIS

o

TS6P|0HEIS
606P|0}eIs
906P|0HeIS
S06P|0Heds
898P|0}eds
6T8P|0HEIS
G08P|0}eIS
68.P|0}eds
LS/P|ojeds
617/P|0}eds
19¢/plojeds
€0.P|oyeds
L99p|0Heds
79pP|oyeIs
LSTOP|OjEIS
€Gployess
€¢GP|oyeds
0¢SPp|oyeds
0G0Splofeds
9087P|ojjeds
CSSyP|ojeds
TSYP|Oyeds
68TYPIOjEIS
790vPlojeds
SOvP|0}eds
C¢T.EPIOjEIS
GG/ ¢plojeds
659¢pl|ojeds
G9¢Pplojeds
€G¢ZP|oyeds
S8YZplojeds
Ci7ZPp|oyeds
L8TeZplojeds
0ZP|0HEIS
¢0Zp|oyeds
€T6TPIOjEIS
6. TP|OJEIS
Tr.Ip|ojeds
LTSTP|OjEIS
667 TPIojeds
TLyTplojeds
LOYTP|ojeds
TP|O}YeIs
LBETPIOJEIS
TSETP|OHEIS
LLTTP|OjEIS
ETTTPIOfEIS
| 6€60TP|0}eds
L 990TP|0}EIS
| 090TP|0}eIS

1.00 1

0.751

o

n

o
aouabianig

0.25 1

h large scaffolds (> 50,000 bp)

in eac

th
IS comparison an

ivergences wi

fd
/B. puteoserpent

10N 0

the distribut

izing

Boxplots summar
t least 5 genes for (A) the B

5°S comparison.

Figure 3.5

/B. sp.

d (B) the B. azoricus

. azoricus,

carrying a

- 119 -



To assess whether positive selection may have acted in setting up the divergence between
the three mussel species, we firstly tested the global correlation between divergence and dn/ds
values only on divergent genes. For three species pairs, no correlation has been found over the
whole set of orthologous genes (B. puteoserpentis/B. azoricus comparison: r= 0.20, pvalue <
2.2e-16, B. sp. 5°S/B. azoricus comparison: r=0.18, pvalue < 2.2e-16) but there is a great
heterogeneity of the strength of selection over genomic regions. At least one third of the
examined scaffolds display patterns of selective relaxation whereas the two other thirds are
under strong purifying selective pressure (dn/ds =0, see Figure 3.5). We therefore estimated the
Pearson’s correlation coefficient within each scaffold to uncover putative islands of divergence
and analyzed the distribution of this coefficient among scaffolds. The distribution of the
Pearson’s correlation coefficient is almost unimodal and centered around zero for the B.
puteoserpentis/B. azoricus comparison while slightly shifted toward positive values for the B.
sp. 5S/B. azoricus comparison. In the two latter comparisons, most of genes are weakly
divergent and almost close to zero. This may indicate that scaffolds segregate into two distinct
patterns of genes: (1) polymorphic genes for which allelic lineage is incomplete and where the
dn/ds is biased by excesses of deleterious/artifactual mutations and (2) genes for which allelic

lineage sorting is complete with a fixed divergence where positive selection may have acted.

Discussion

Deep-sea vents mussels are foundation species and ecosystem engineers at
hydrothermal vents (Govenar 2010). They strongly interact with their environment through
chemosynthetic-based endosymbiosis with sulfo-oxidizing, methanogen and hydrogen-
oxidizing bacteria (Duperron et al. 2005; 2006; 2007). They are distributed along oceanic ridges
in isolated meta-populations that depend critically on the processes insuring both mussel beds
connectivity and re-colonization of newly active sites (Vrijenhoek 2010; Cindy Lee Van Dover
2014). The scenario explaining colonization and speciation along the Mid-Atlantic ridge by
deep-sea mussels of the genus Bathymodiolus is still debated and mainly depends on both the
oceanic circulation and the level of the vent habitat fragmentation, but the deep-vent and seep
mussels of the ‘thermophilus’ clade have been subjected to a recent and explosive radiation
(Thubaut et al. 2013), with at least 6 mitochondrial species populating the Atlantic and the
Indian oceans (C. L. Van Dover et al. 2001; van der Heijden et al. 2012). The MAR is a slow
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spreading ridge (about 2 cm/year: (Yves Fouquet et al. 1993) leading to a pronounced
segmentation of the ridge associated with transforming faults and fracture zones through which
transversal currents occur (Y. Won et al. 2003). The Romanche fracture zone off-sets the MAR
by nearly 900 km to separate the northern and southern parts of the ridge across the so-called
Atlantic Equatorial belt, preventing larval dispersal by bottom currents along the axial valley
(S. M. Arellano et al. 2014; L. Mullineaux et al. 2002). Genetic studies previously found that
the Atlantic deep-sea vent mussels form a complex of cryptic species that become currently
reproductively isolated through allopatric processes and possible reinforcement in hybrid zones
(O’Mullan et al. 2001; Y. Won et al. 2003; Faure et al. 2009; Breusing et al. 2016; Breusing,
Vrijenhoek, and Reusch 2017). As currently known for the coastal blue mussel’s complex of
species (N. Bierne et al. 2003; Nicolas Bierne et al. 2006), the deep-sea vent mussels are likely
to form mosaic hybrid zones mostly positioned over ridge portions where gene flow is greatly
weakened by physical barriers (O’Mullan et al. 2001; Sophie Plouviez et al. 2013; Johnson et
al. 2013). While some authors clearly demonstrated that hybridization occurs locally with
excesses of parental types (O’Mullan et al., 2001, Won et al., 2003), additional works also
suggested that reproductive isolation was not complete with the production of backcrosses and
F2-4 hybrids with a wide allelic introgression queue in only B. puteoserpentis (Faure et al.,
2009, Breusing et al., 2017). Although species secondarily met, probably several times over a
long period of time, this poses questions about what are the likely causes of the species isolation,

and the timing of this isolation.

In this study, we examined the ongoing speciation processes between three species of
Bathymodiolus. B. azoricus inhabits shallow vents (813-2251m) at the NMAR whereas the two
other species B. puteoserpentis and B. sp. 5°S inhabits deeper vents (2290-3480m depth), these
latter being separated by the Romanche fracture zone. In addition, the shallow and the two deep
mussel species originate from two contrasted venting systems regarding their geochemical
functioning referenced as basaltic-hosted (B. azoricus, B. sp. 5°S) and ultramafic-hosted (B.
puteoserpentis) hydrothermal fluids (Charlou et al. 2002). This geological setting greatly
influences the amount of metabolic energy potentially available from the chemosynthetic
reactions involving different sources of electron donors (H2S, Hz, CHa), carbon sources (CHa,
CO02), and metallic elements (Fe?*, Li%*, Mn?*), and thus the nature and composition of the
bacterial associations (Perner et al. 2010; Perner, Kuever, et al. 2007). Deep-sea vent mussels
are likely to indeed gain their endosymbiosis locally during or after the post-larval settlement

process, as they do not transfer vertically their symbiotic bacteria (Won et al. 2003). We
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therefore use a divergence scan approach to examine whether species isolation may have been
driven through physical barriers to dispersal such as fracture zones (B. puteoserpentis vs B. sp.
5°S) or through local adaptation in response to peculiar biotic and abiotic conditions (i.e. depth
and/or fluid composition: B. azoricus vs the two other species). A scan of divergence on both
synonymous and non-synonymous sites represents a very powerful tool of tracing back the role
of natural selection over the semi-permeability of genomes and the time at which these genomes
become to separate. In general, dn/ds is a relatively robust statistic with few assumptions about
how samples were collected, the demographic history of populations and does not depend on
the effective size of the studied population. Although dn/ds is determined by the combined
effects of neutral, advantageous and deleterious mutations, it can tell us a lot about the general
impact of natural selection on a coding sequence and furthermore on the evolution of the coding
portion of the genome. It should be however noticed that dn and ds provides reliable information
for genes with complete lineage sorting where a substantial amount of substitutions have
become fixed between the separated genetic entities. Information gathered with the present
study indicates that only 65% of mutations being deleterious or slightly deleterious in
Bathymodiolus mussels (dn/ds mean = 0.30-0.35). This value is close to previous estimations
obtained on other marine and terrestrial animals (including human (Bayés et al. 2011) and
Drosophila (“Evolution of Genes and Genomes on the Drosophila Phylogeny” 2007)) but
nearly ten times greater than values obtained from alvinellid worms that comply with extreme
thermal and chemical conditions of hydrothermal vents (Fontanillas et al. 2017). This should
indicate that deep-sea vent mussels may have evolved under less constrained conditions with a
higher probability of appearance of a beneficial mutation than the average during the course of

evolution.

e Disentangling the speciation scenarii along the MAR

Clear differentiation between B. azoricus, B. puteoserpentis and B. sp. 5°S is supported
by previous results relying on the study of allozymes (Faure et al., 2009), mitochondrial CO1
gene (Faure et al., 2009, van der Heijden et al., 2012) and SNP markers (Breusing et al., 2016).
The “deep species” (B. puteoserpentis and B. sp. 5°S) show similar patterns of divergence along
the genome when compared to B. azoricus (mean average divergence per codon = 0.016 and
0.019) then between one to each other (mean average divergence per codon = 0.007). This
clearly indicated that the time at which the B. azoricus genome separate from those of the two
deeper species largely pre-dates the time at which the genomes of the two latter species become

to diverge. Calculation of divergence times from these estimates using both the lower
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substitution rate of 0.09% per My (Faure et al., 2009), close to the mutation rate of 0.10% per
My estimated for nuclear genes on other invertebrates (Johnson et al. 2013) and the upper
substitution rate of 0.3% per My for deep-sea bivalves (LaBella et al. 2017) indicated that
species should have been separated about 1.75 to 5 Mya between B. puteoserpentis and B.
azoricus, 2.1 to 6 Mya between B. sp. 5°S and B. azoricus and 0.8 to 2.2 Mya between B.
puteoserpentis and B. sp. 5°S. The lower boundaries of splitting times seems to better reconcile
with estimates of previous coalescent IM2a analyses performed by Faure et al., (2009) and Van
der Heijden et al., (in prep) done on the same species, with molecular dating ranged between
0.75 and 2.0 My for the B. azoricus/B. puteoserpentis species pair. This also agrees well with
the huge number of non-divergent genes (50% of the total number of genes examined) scored
for both of the most divergent species pairs, suggesting that the time elapsed since the separation
of populations was not long enough to allow the complete sorting of allelic lineages and the
accumulation of fixed mutations at more than half the total number of genes in the
Bathymodiolus genome. So far, these emerging divergences at the genome scale do not coincide
with the formation of physical barriers to dispersal such as the series of fracture zones separating
the northern and southern parts of the mid-Atlantic Ridge which initiated nearly 40 Mya but
can be partly explained by changes in the intermediate Antarctic water circulation which
happened during the Panama Seaway closure between 6 to 2.8 Mya (Haddad and Droxler 1996).
Difference between species divergences does not seem to be easily explained by allopatric
processes along the ridge such as isolation-by-distance and/or ridge segmentation. Because the
three mussel populations are geographically equally distant one to each other with even more
potential physical barriers to gene flow between B. puteoserpentis and B. sp. 5°S, one would
expect that genome divergence should be nearly equal between species pairs if linked to the
bottom topography and geographic distances. This was obviously not the case. Although the
history of the ridge colonization may greatly differ between the three taxa (and may have acted
in separating populations), an alternative explanation to the greater divergence of B. azoricus
with the two other deeper species is that the fixation rate of polymorphic substitutions may have
been accelerated by positive selection as a byproduct of adaptation to depth and/or the

geochemical setting of the fluid venting.

The mapping of the divergence along the genome of B. azoricus in the present study
also confirms that the deep-sea vent mussel speciation is still at its early states. The genomic
distribution of divergence is highly heterogeneous as most of the divergent genes are scattered

among scaffolds with only 3% of scaffolds showing an island-like structure of divergence. Such
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a finding was in agreement with the multiloci analysis carried out by Faure et al. (2009) who
showed both a high variability of the species divergence between nuclear loci and incomplete
lineage sorting. This clearly indicates that time since separation was not long enough to result
in reciprocal monophylies for the majority of genes and, the subsequent emergence of genetic
incompatibilities and/or positively-selected genes that could be involved in divergent adaptive
strategies. Alternatively, still ongoing gene flow between the separating species is able to
overcome population differentiation over large portions of the genome and thus, still prevent
genes to accumulate fixed divergence (Faure et al. 2009; van der Heijden et al. 2012; Breusing
et al. 2016; Breusing, Vrijenhoek, and Reusch 2017). The investigation of gene functions
associated with high evolutionary rates did not inform us about the emergence of a pre-zygotic
or a post-zygotic barrier between the three species (highly divergent genes do not encode for
functions associated with cyto(mito)-nuclear incompatibilities, reproduction, gametogenesis, or
chemical cues for sexual signaling) and confirms previous conclusions that no hybrid
incompatibilities have been found between B. puteoserpentis and B. azoricus (Breusing et al.
2017). In contrast, many of the genes affected by positive selection or highly divergent are
associated with the immune response, the environmental stress response and their potential
interaction with bacterial symbionts that may be responsible for local adaptation and may

ultimately lead to reproductive isolation along a spatial gradient of habitats.

e Influence of geochemical signatures of the hydrothermal fluid on endosymbiosis

and speciation patterns of the host

The MAR vent fields are characterized by strong differences in the geochemical signature of
the hydrothermal fluid. The composition of the oceanic crust led to define two types of vents:
basaltic-hosted and ultramafic-hosted fluids (Charlou et al. 2002; Perner et al. 2010; Schmidt
et al. 2007). The majority of magmatically heated vent systems studied are hosted by basaltic
rocks and give rise to fluids enriched in hydrogen sulfide but poorly charged in metals (Damm
2013). On the contrary, some hydrothermal systems include reactions with ultramafic rocks
(peridotite), which have significant impacts on fluid chemistry. Thus, hydrothermal fluids can
have elevated concentrations of hydrogen (Hz2), methane (CH4), and iron (Fe) and lower levels
of hydrogen sulfide (H2S) relative to basalt-hosted systems (Charlou et al., 2002). Long-term
researches aim to explain linkage between rock lithology, fluid composition and microbial
diversity both in terms of species and metabolic pathways, namely sulfide, methane and

hydrogen oxidation as well as related autotrophic COz2 fixation (Charlou et al. 2000; Demina et
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al. 2013; Koschinsky 2016; McCollom 2007; Nakagawa et al. 2005; Perner, Kuever, etal. 2007;
Perner, Seifert, et al. 2007; Perner et al. 2009; 2010; Schmidt et al. 2007). Owing to the
characteristics of the hydrothermal habitats, different chemical reactions are
thermodynamically favored and are expected to govern abiotic constraints on microorganisms
by affecting their diversity and activity (McCollom 2007; McCollom and Shock 1997). Because
many metabolic reactions share the same reactants (e.g. H2 or Oz), microorganisms are likely
to compete for the limiting electron donor or electron acceptor (McCollom, 2007). Different
models exist inferring distinct predominant sources of metabolic energy in venting from
different host rocks (McCollom & Shock, 1997; McCollom, 2007, Perner et al., 2010). This is
also likely to impact the nature and composition of endosymbiosis, and especially for the
Atlantic deep-vent mussels (Duperron et al. 2006; Boutet et al. 2009; Guezi et al. 2014;
Szafranski et al. 2015), which use horizontal transfer to acquire their symbionts (Y.-J. Won,
Jones, and Vrijenhoek 2008; Wentrup et al. 2013; 2014).

Between the three species pairs of mussels, a notable proportion of divergent genes are
likely under positive diversifying selection (7% between B. azoricus and B. puteoserpentis, 8%
between B. azoricus and B. sp. 5°S, 1.8% between B. puteoserpentis and B. sp. 5°S) and thus
be indirectly involved in the establishment of reproductive barriers as they encode for proteins
involved in the immune response. These genes encode for different proteins involved in several
response as antigen interaction, immunoglobulin biosynthetic process, and host virus
interaction. Especially, the same copy of the gene coding for peptidoglycan recognition protein
is under strong positive selection between the three species. Peptidoglycan recognition protein
(PGRP) is an essential molecule in innate immunity for both invertebrates and vertebrates,
owing to its prominent ability in specifically recognizing bacterial peptidoglycan (PGN) and
eliminating the invading bacteria (M. Yang et al. 2017).

The ecological success of hydrothermal Bathymodiolus mussels (Fisher et al. 1987) is
supposed to be due to the shift from suspensivory to mixotrophic diet by coupling an effective
filtering system and an efficient endosymbiosis in the same gills of bathymodioles (Fiala-
Medioni and Le Pennec 1987; Fiala-Médioni et al. 1986). This vital interaction is partly
mediated by species-specific peptidoglycan recognition proteins to trigger the first step of the
horizontal transfer of symbiotic bacteria and to maintain the symbiosis (Détrée et al. 2017; Ikuta
et al. 2019). As Bathymodiolus juveniles acquire symbionts horizontally, and may be
recolonized continuously from the environment throughout the mussel’s lifetime (Ansorge et
al. 2019; Duperron 2010; Laming et al. 2014; Wentrup et al. 2014; Y.-J. Won, Jones, and

Vrijenhoek 2008), the host bacterial recognition proteins are likely to co-evolve with the
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symbiont strains encountered following the environmental conditions which prevail locally. B.
azoricus mussels from Menez Gwen (37°51'N, 850m deep) and B. sp. 5°S from Clueless site
(5°S, 2290m depth) are exposed to basaltic-hosted hydrothermal fluid conditions that greatly
contrast from the ultramafic-hosted hydrothermal fluid conditions encountered by B.
puteoserpentis at the Irina site (Logatchev (14°45°N, 3080m depth). While the fluid of Menez
Gwen (T°=280°C, pH=4.5) is enriched in H2S and depleted in heavy metals, the fluid from
Logatchev (T°=350°C, pH=3.5) is characterized by high hydrogen and methane gaz (Perner,
Seifert, et al. 2007). Fluids encountered in mussel beds of Clueless (5°S) although basaltic-
hosted were however slightly different from those of Menez Gwen with unexpected low
concentrations of H2S, high concentrations of Mg?* and a limited amount of H2 due to the
specific ‘cold’ subground conditions at this site (Perner et al., 2009).

These contrasted conditions are known to greatly affect the composition and
diversification of chemosynthetic microorganisms that either grow along chimney walls or
benefit to the mussels. Ansorge et al. (2019) showed that the symbiont strain diversity is
pervasive in Bathymodiolus mussels (Sayavedra et al. 2019). This diversity, which is invisible
at the level of marker genes, is linked with functional diversity that may have adaptive potential
(Ansorge et al., 2019). Meanwhile, studying differences in microbial communities from 12
sampling sites between Lucky Strike (basaltic environment) and Rainbow (ultramafic
environment) show that the less reduced, hydrogen-poor fluids at Lucky Strike limit
colonization by strict anaerobes such as methanogens, and allow for the growth of
hyperthermophilic microaerophiles. This is even more pronounced at the Clueless site were the
microbial community is highly adapted to an oxygenated “cooler” subground where
Thiomicrospira predominates (Perner et al., 2011). In contrast, the hydrogen-rich reducing vent
fluids at the ultramafic-influenced Rainbow vent field support the prevalence of methanogens
and other hydrogen-oxidizing thermophiles at this site. These results demonstrate that
biogeographical patterns of hydrothermal vent microorganisms are shaped in part by large scale
geological and geochemical processes. As, synergic effects between positively-selected genes
(linkage disequilibrium) are likely to produce local barriers to gene flow if their number is high
enough (Nosil et al. 2009; Flaxman et al. 2013; 2014), it can be hypothesized that this
unexpectedly high number of positively selected genes involved in immunity might be a strong
driver of speciation causing fitness decrease in hybrids or further creating incompatibilities

during egg fecundation or embryo development.
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e Shell biomineralization with depth and the parapatric speciation hypothesis

In this study, calculation of dn/ds ratios between our three species pairs clearly indicated
that a series of genes under positive selection are related to the biomineralization process of the
shell such as myosin, shell protein-4, tenascin, titin, ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase,
dentin sialophosphoprotein, microfilarial sheath protein (Arivalagan et al. 2017; Fang et al.
2012; Marin et al., 2013). Although the mineralogy and microstructure of mollusk shells are
mainly biologically controlled (Watabe and Wilbur 1960; Addadi and Weiner 1992; Belcher et
al. 1996), some external physical-chemical factors (e.g., temperature, water acidity, pH, the
water column pressure) can also influence, to some extent, the calcification and mineral
composition of the shell (Checa and Navarro 2007). This trend is clearly more pronounced
when comparing the two deepest species to the shallow vent species B. azoricus (about 6 genes
vs only one gene (shell-protein 4) for the B. puteoserpentis/B. sp. 5°S comparison). The
complex biomineralization process represents a great constraint for shelled mollusks during the
colonization of abyssal depths and, the variability of primary composites to build the shell might
constitute a strong selective pressure on bivalves. Adaptation of the “shellome” proteins may
therefore represent a key determinant of colonization of hydrothermal vents distributed at
variable depths and may have favorized speciation through adaptation (Bruun 1957; George
1979). The shell of B. azoricus consists of an outer fibrous calcitic layer and an inner aragonitic
layer, both underlying the periostracum (Carter, 1980). The nacre is a composite of a layered
structure of aragonite platelets sandwiched between very thin organic sheets comprised of silk
fibrous proteins and chitin polysaccharides (Weiner et al. 1984; Nudelman et al. 2006;
Furuhashi et al. 2009; Machado et al. 2009). The organic shell matrix regulates the secretion of
these divers components (Belcher et al. 1996; Falini et al. 1996). As a consequence, most of the
proteins associated with the organic shell matrix seem to presently evolve under divergent
adaptive conditions to cope with the depth gradient encountered by the mussels. This represents
strong evidence towards the hypothesis of parapatric speciation as some individuals and/or
hybrids may be less fitted to colonize vent emissions at a given depth (e.g. highest sensitivity
to fluid acidity or crab predators) even if the shell calcification process is somehow quite plastic
or highly dependent on physical constraints. By studying microstructural features of the shell
of B. azoricus, Kadar et al. (2009) demonstrated that hydrostatic pressure and nutritional supply
influence the patterns of crystallization in the Atlantic mussels from geochemically distinct
deep-sea vent sites. Because the biomineralization process is greatly constrained by physics

laws - Machado et al., (2009) indeed showed that the shallow freshwater bivalve Anodonta
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cygnea produced morphological and microstructural features of the shell similar to those found
in the deep-sea bivalve B. azoricus when exposed to high hydrostatic pressures — the evolution
of the shell matrix proteins could represent a very innovative way to counter-balance the effect
of hydrostatic pressure in order to maintain an optimal composition/calcification of shell of

Atlantic deep-sea mussels over the whole depth range of the venting sites.

The diversification scenario within the Bathymodiolus appears more complex than
assumed. An old ecological speciation event seems to have occurred between B. azoricus and
B. puteoserpentis in a context of geographical isolation (allopatry) associated with colonization
of the MAR and restricted gene flow between mussels’ populations separated between different
ridge segments. However, the majority of genes under positive selection and/or which diverged
rapidly are involved in local adaptation to the biotic and abiotic conditions specific to each
hydrothermal field, and in particular in interactions with microbial communities. This
proportion of genes is abnormally high and allows the hypothesis of ecological speciation
between B. azoricus and the deepest species associated with ultramafic hydrothermalism to be

favoured.
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CHAPITRE 4

Apport de I’étude des mollusques et des annélides sur la
diversité et la dynamique des rétrotransposons a LTR

4.1. Contexte et résumé de I’étude

Lorsque ’on étudie les modifications d’architecture du génome lors du processus de
spéciation, d’autres aspects peuvent étre pris en compte en plus du positionnement des 1lots de
divergence et des Tlots de spéciation. Par exemple, la localisation le long du génome des « hot
spots » de recombinaison est informative car ceux-ci sont susceptibles de rompre la possible
co-localisation des ilots de divergence et d’adaptation. L annotation des €léments transposables
peut aussi étre informative, puisqu’ils peuvent participer a la différenciation des populations et
donc dans une certaine mesure a la spéciation, mais peuvent aussi contribuer a augmenter
localement le taux de recombinaison. De plus, I’identification des ETs peut aussi faciliter par
la suite I'utilisation d’autres approches permettant d’étudier la spéciation comme les données
RADseq (voir Chapitre 5 - Discussion générale), pour lesquelles certains pipelines permettent

de traiter spécifiquement 1’information liée aux ¢léments répétés (Chak and Rubenstein 2019).

Les ¢léments transposables sont des facteurs majeurs de 1’évolution et la plasticité des
génomes (Wessler 2006; Bennetzen 2005) impliquées dans la réponse adaptative des
organismes a leur environnement (Kidwell and Lisch 1997; Tenaillon et al. 2010; Biémont and
Vieira 2006). Un point fondamental pour appréhender leur rdle dans ce processus est de
comprendre leur dynamique, i.e. leurs capacités a se diversifier, a envahir et a se maintenir au
sein des especes, et a s’amplifier au sein des génomes. La trés grande majorité des d’études

portent sur un petit nombre d’especes modeles en génétique (e.g. I’étude de la différentiation
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des populations naturelles de Drosophila melanogaster résultant de la mise en place de barrieres
reproductives suite a I’invasion par 1’é1ément P au cours du siecle dernier) ou des espéces ayant
un intérét agronomique (e.g. mais, blé, orge) ou un impact sur la santé. (e.g. insectes
hématophages). Par contre, I’é¢tude des ETs dans les grands embranchements reste extrémement
parcellaire. Bien que de nombreux outils aient vu le jour permettant 1’annotation des ETs a
partir de données de séquencage (REPET, Jamilloux et al., 2011; RepeatMasker, Tarailo-
Graovac and Chen 2009 ; LTRharvest, Ellinghaus, Kurtz, and Willhoeft 2008; DNAPipeTE
Goubert et al. 2015 ; TERAD, Chak & Rubenstein 2019, I’annotation seule reste souvent peu
informative concernant la dynamique globale des ET's propre a chaque groupe d’espéces hotes.

En collaboration avec Hadi Quesneville (Unité de Recherche Génomique Informatique
de 'INRA de Versailles), une premicre annotation de la version actuelle du génome de B.
azoricus nous a permis d’estimer a I’aide de REPET que les ETs représenteraient environ 50%
du génome de B. azoricus. Toutefois, ces résultats bruts nécessitent encore une trés longue
curation manuelle qui n’a pu étre réalisée dans le cadre de mon projet. De plus, les protocoles
d’annotation des génomes ne délivrent pour la plupart qu’une annotation vague et ne permettent
I’identification que jusqu’au niveau de la superfamille. Or, au sein de chaque superfamille la
diversité des ETs et leur spécificité influe sur leur succes évolutif (Llorens et al., 2009, Wessler,
2006). C’est notamment le cas au sein de ’ordre des rétrotransposons a LTR ou, bien qu’ils
présentent une structure similaire (Figure 4.1 de I’article ci-apres), les éléments Copia, BEL/Pao
et Gypsy ont des dynamiques bien distinctes (de la Chaux and Wagner 2011 ; Donnart et al.
2017 ; Piednoél et al. 2013 ; Thomas-Bulle et al. 2018; Wessler 2006). En particulier, certaines
de ces superfamilles sont largement représentées dans les génomes et cela au sein de nombreux
taxons tandis que d’autres sembles limités a certaines espéces hotes uniquement.

Chez les champignons ascomycétes, 1’analyse in silico des éléments Copia dans 40
génomes complets a montré deux grands clades (ensembles de familles d’¢léments de diverses
especes formant un groupe monophylétique bien distinct) ultra majoritaires : GalEa et Funcol,
qui a eux seuls représentent plus 85 % des familles et copies détectées (Donnart et al., 2017).
Chez les crustacés (principalement décapodes), la caractérisation par PCR d’éléments Gypsy et
Copia dans une vingtaine d’espéces, a révélé deux stratégies évolutives tres différentes. Les
Gypsy sont présents dans toutes les especes et possedent une tres grande diversité, semblant
avoir une dynamique correspondant a la théorie de la Reine Rouge (Piednoél et al., 2013). A
I’inverse, les Copia ne sont observés que dans un petit nombre d’espéces et appartiennent
presque tous au seul clade GalEa ultra prédominante. Pour ces éléments un second modele de

dynamique a donc été proposeé : le « Domino days spreading model » (par analogie avec le jeu
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télévisé de chute de dominos). Enfin, chez les insectes et quelques autres animaux, De la Chaux
et Wagner (2011) ont montré que la superfamille des BEL/Pao était en fait le second groupe de
rétrotransposons a LTR le plus représenté au sein des métazoaires, avec une diversité moyenne

en termes de clades (7 alors décrits).

Dans le cadre de ma thése, en plus de la description globale des ETs, mes deux modeéles
d’études offraient I’opportunité de confronter les résultats précédemment obtenus a ceux de
deux nouveaux larges phyla : les mollusques et les annélides. Ceci en analysant pour la premiere
fois finement et simultanément I’ensemble des rétrotransposons a LTR jusqu’au niveau des
clades. Il s’agissait de conclure si les différences de dynamiques décrites étaient une
particularité de certains taxons, ou si elles pouvaient étre généralisables a 1’ensemble des
métazoaires. Ce chapitre porte donc sur 1’étude de la dynamique des retrotransposons a LTR
(1) d’une part au sein de 9 génomes de mollusques complétés par les données transcriptomiques
partielles de 47 espéces de bivalves, céphalopodes et gastéropodes, et (2) d’autre part, au sein
des transcriptomes assemblés de novo d’une trentaine d’especes d’annélides provenant de
milieux thermiguement contrastés.

Succinctement, a travers ces analyses nous avons confirmé, affiné, et donc généralisé,
les résultats précédents : rareté et faible diversité des Copia, situation contrasté et intermédiaire
pour les BEL/Pao, et abondance et grande diversité des Gypsy. Cette étude confirme donc bien
I’existence d’une différence de dynamique entre les Copia et les Gypsy, et place les BEL/Pao
comme second clade majoritaire au sein des retrotransposons a LTR. Pour les Copia on observe
seulement trois clades : GalEa (déja décrit chez les crustacés et divers Métazoaires), Hydra
(déja décrit chez les cnidaires et quelques autres animaux), et CoMol (nouvellement décrit a
partir de nos deux études). Pour les BEL/Pao, si aucun élément des clades éponymes BEL ou
Pao n’a été identifié, des éléments des trois autres clades classiques ont été retrouvés. De plus,
nous avons montré que les clades Flow et Dan, précédemment décrit chez une seule espéce,
sont présents au sein de plusieurs mollusques et/ou annélides. Ces analyses nous ont surtout
permis de définir deux nouveaux clades BEL/Pao, Sparrow et Surcouf, au sein d'un groupe plus
large et tres majoritaire que nous avons nommé Sailor. Enfin, concernant les Gypsy, parmi les
21 clades identifiés et bien représentes chez les mollusques et/ou annélides, 15 n’avaient jamais
été décrits auparavant (2 spécifiques des mollusques, 4 spécifiques des annélides et 9 partagés
par les deux phyla).

Concernant les annélides, I’utilisation des seules données transcriptomiques, bien que

limitant 1’acceés aux copies d’ETs, a permis d’approfondir largement les résultats, et de
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souligner une influence de la phylogénie des hotes sur la diversité de certains éléments. Cette
seconde étude s’inscrit dans un projet plus large (non présenté¢ dans le cadre de cette thése)
reposant sur le développement d’un pipeline d’annotation de copies d’ETs a partir de données
transcriptomiques brutes et assemblées par Trinity. En effet, nous ne disposions que de
I’assemblage encore perfectible du génome d’A. pompejana (trés pauvre en éléments
transposables) pour illustrés les éléments chez les polycheétes (alors que pour les mollusques les
ETs de 3 géenomes sont déja référencés et que nous disposerons par la suite des données de
REPET pour B. azoricus). Nous avons donc di développer une nouvelle approche pour pouvoir
décrire puis utiliser pas la suite I’ensemble des ¢léments d’annélides. Enfin, il faut noter que les
génomes des deux espéces modéles n’ont pas encore été publiés et ne sont donc pas
complétement libre de droits. De plus, le génome de B. azoricus est susceptible d’étre
réassemblé aprés un nouvel effort de séquencage. En conséquence, les deux espéces modeles
ne figurent malheureusement pas dans ces études, dont la premiére a ainsi pu déja faire I’objet

d’un article publié.

4.2. Article 3
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4.3. Les transcriptomes d’annélides polychétes révélent une forte similarité
avec les rétrotransposons a LTR de mollusques

Comme classiquement en recherche, I’étude des rétrotransposons a LTR chez les
mollusques a permis de répondre a certaines questions tout en en soulevant d’autres, notamment
sur la distribution des différents clades au sein des métazoaires. Au vu des résultats qui viennent
d’étre présentés chez les mollusques, il apparait désormais clairement qu’au sein des
métazoaires les Gypsy sont largement dominateurs en nombres de clades, familles et copies, a
I’opposé des Copia dont la réussite évolutive apparait limitée en termes de nombres et diversité
(de la Chaux N, Wagner, 2011; Muszewska et al., 2011; Piednoél et al., 2013; Donnart et al.,
2017; Thomas—Bulle et al., 2018). Enfin, les BEL/Pao présentent, eux, une situation
intermédiaire (de la Chaux N, Wagner, 2011; Thomas-Bulle etal., 2018). Méme si ces réponses
semblent établies grace a la seule étude des mollusques, la dualité des modeles hotes abordés
dans le cadre de la thése nous a amené a analyser aussi les ETs d’annélides. Ainsi, avec I’étude
de ce second phylum nous nous attendons a verifier de nouveau les résultats, mais surtout a
répondre a certaines des nouvelles questions soulevées.

L’analyse d’un nouveau phylum nous a contraints de changer fortement notre approche
de détection des ETs. En effet, parmi les quelques 17786 especes d’annélides (Lecointre et Le
Guyader, 2017) seuls 2 génomes sont libres de droits : celui du polychete Capitella teleta et
celui de la sangsue Helobdella robusta. Par contre, prés d’une trentaine de transcriptomes de
polychétes (15 Polynoidés et 11 Alvinellidés/Terebellidés) était disponible dans 1’équipe.
L’intérét de I'utilisation des données transcriptomiques a déja été souligné par 1’étude des
mollusques. Elles renforcent les résultats obtenus a partir des génomes en augmentant
considérablement le nombre d’espéces considérées, méme si les données pour chacune d’elles
sont alors plus ou moins partielles. C’est aussi grace a ce type de données qu’a pu étre défini le
clade copia CoMol qui sinon serait passé inapercu avec une seule famille caractérisée au sein
du génome de Lymnaea stagnalis (Thomas—Bulle et al., 2018). La différence majeure est que
dans le cas des annélides nous n’avons utilisé que des transcriptomes (assemblés avec trinity-
2.8.4, Grabherr et al. 2011). Pour cela, un programme dédi¢ a permis d’annoter les transcrits
d’ETs sur la base d’un BlastX (e-15) utilisant la database en AA de RepeatMasker RepeatPeps
(20/11/2018) enrichie en séquences d’annélides précédemment identifiées et vérifices
manuellement. Bien siir avec une telle approche nous n’avons plus accés a un certain nombre
de données quantitatives comme le nombre de copies, et donc I’importance relative des

différentes familles en nombre d’insertions ou en part du génome. Par contre, nous avons
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toujours acces au nombre de familles, et les données sur la diversité restent trés informatives.
Une vérification manuelle effectuée sur les Copia nous a permis de contrbler que chaque
transcrit identifié faisait bien partie de cette superfamille ; et que les séquences des différents
isoformes et « groupes » définis par trinity étaient relativement proches, alors que celles des
clusters se distinguaient facilement. C’est pourquoi, au vu de cette analyse, nous avons
considéré que concernant les ETs chaque cluster issu de ’assemblage représentait une famille
(= un ¢lément) distincte (i.e. les reads issus des différentes copies transcrites d’une méme
famille sont assemblés au sein dans un méme cluster). Bien sir, le séquencage n’étant pas
exhaustif, il se peut que dans quelques cas ’assemblage divise une famille en deux clusters
correspondant a deux parties de I’élément qui n’ont pu étre raboutées. A I’inverse, pour qu’une
famille présente dans le génome puisse étre detectée a travers le transcriptome elle doit posséder
une ou des copies suffisamment actives ; certaines familles peuvent donc manquer a notre
décompte.

Avec 333 Copia, 784 BEL/Pao et 9 154 Gypsy, le nombre de familles détectées (Tableau
1) est plus grand que dans les cas des mollusques ; d’un facteur 2 pour les Copia et les BEL/Pao
et d’un facteur 8 pour les Gypsy (si I’on tient compte de I’ensemble des familles décrites chez
les mollusques). Plusieurs causes peuvent intervenir. i) il y a effectivement plus de familles
chez les annélides. ii) notre nombre de familles peut étre surestimé si un élément est divisé en
plusieurs clusters, iii) le nombre d’especes étudiées est différent. Nous disposons de 26
transcriptomes contre seulement 9 génomes de mollusques dans lesquels seules les copies
integres, et donc sans doute récentes, ont été prises en compte alors que nous considérons ici
toutes les séquences transcrites de plus de 150 bp. 46 espéces de mollusques supplémentaires
étaient issues de I’analyse des bases de données, mais pour celles-ci nous ne disposions
d’aucune information sur la nature des données misent a dispositions (nombre de transcrits
déposés dans les diverses bases de données), et la encore seules les familles identifiables par
une RT/RnaseH integre ont été comptabilisées. Ces résultats soulignent combien il est difficile
de faire des comparaisons sur des critéres quantitatifs précis entre deux analyses différentes, la
définition et 1’obtention des « famille d’¢léments » pouvant varier considérablement d’une

étude a 'autre.
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Polynoidés Copia Gypsy BEL/Pao Total

Alentia gelatinosa 13 177 10 200
Branchinotogluma jasoni 23 571 3 597
Branchinotogluma segonzaci 1 297 9 307
Branchinotogluma trifurcus 14 402 0 416
Harmothoe (fraserthomsoni)

extenuata 12 258 18 288
Harmothoe crosetensis 27 511 0 538
Harmothoe fuligineum 35 615 1 651
Harmothoe sp. Regab 27 649 8 684
Harmothoinae s, 7 149 4 160
Lepidonotopodium fimbriatum 14 279 12 305
Lepidonotopodium williamsae 13 751 5 769
Lepidonotus clava 7 405 26 438
Levensteiniella plicata 20 367 15 402
Pettitbonesia furcosetosa 31 596 14 641
Thermopolynoe branchiata 8 290 6 304
Alvinelidés

Alvinella caudata 0 15 0 15
Paralvinella fijiensis 0 4 4 8
Paralvinella grasslei 0 78 17 95
Paralvinella hessleri 1 37 2 40
Paralvinella palmiformis 3 220 38 261
Paralvinella unidentata 1 27 11 39
Térebelideés

Amphitrite edwardsi 14 332 99 445
Amphitritides sp1 22 251 49 322
Melinna palmata 16 967 235 1218
Terebella lapidaria 16 617 143 776
Thelepus sp. 8 289 55 352
Total 333 9154 784 10271

Tableau 1 : Nombre de familles de rétrotransposons a LTR détectées dans les transcriptomes d’annélides
polychétes.

On observe aussi une trés grande variabilité entre les groupes d’hote considérés. Si les
térebellidés et polynoidés présentent un nombre de famille élevé (environ 622 et 446 en
moyenne), les rétrotransposons a LTR semblent particulierement peu divers chez les
alvinellidés, avec un maximum de 261 familles chez Paralvinella palmiformis (dont 220
Gypsy) et une moyenne de seulement 76 familles pour les 6 espéces. Ce dernier point est surtout

lié¢ au fait que 4 des 6 especes d’alvinellidés n’ont que trés peu de retrotransposons a LTR
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(moins de 40 familles) en particulier A. caudata et Paralvinella fijiensis avec seulement 15 et
8 familles. Inversement c’est le térebelidé Melinna palmata qui présente la plus grande diversité
avec 1218 familles dont plus de 900 Gypsy. Comme attendu, chez les annélides la
représentativité des 3 superfamilles est encore respectées avec un rapport du nombre de familles
89% Gypsy, 8 % BEL/Pao et 3% Copia trés proche de celui observé chez les mollusques (83-
13-4). Par contre, la encore, des différences peuvent étre soulignées entre polynoidés,
alvinellidés et terebellidés. Les polynoidés ne possédent notamment qu’un petit nombre de
BEL/Pao (2%). Concernant les Copia, ils présentent encore une distribution morcelée

quasiment absents (0 ou 1 famille) dans un quart des espéces.

Afin d’appréhender la diversité des éléments d’annélides en termes de clades plusieurs
arbres ont été réalisés (Figures 4.7, 4.7 et 4.7). Pour ce faire les séquences des transcrits ont été
traduites automatiquement au niveau de la RT/RnaseH. Comme nous n’avons conservé que
celles couvrant au moins 80% du domaine, les transcrits incomplets ou corrompus par des
décalages de cadre n’ont pas été retenus dans I’analyse et le nombre de séquences retenues est
tres inférieurs au nombre initial de transcrits. Ce type de difficulté avait beaucoup moins
d’impact dans le cadre de 1’¢tude des ¢léments de mollusques car, partant des génomes, nous
disposions alors de plus de séquences intégres pour chaque cluster. Cela ne pose au final pas
trop de soucis dans le cas de I’étude des Gypsy, ceux-ci étant trés nombreux. Par contre, afin
de maintenir un nombre final de Copia et de BEL/Pao le plus grand possible, des arbres
complémentaires obtenus a partir du domaine Intégrase ont été réalisés pour ces deux
superfamilles (Figure 4.7b et 4.2b). Au total, 94 Copia (plus 41 éléments de références), 177
BEL/Pao (plus 63 éléments de références) et 550 Gypsy (plus 167 éléments de référence) ont
¢été utilisés; les nombres de familles et d’espéces hotes utilisées par la suite ne tiennent donc
compte que de ces éléments positionnés dans les arbres. Ces résultats sur les « relations
phylogénétiques entre les familles de retrotransposons a LTR » permettent de compléter et
discuter d’un certains nombres de points soulevés dans la discussion de I’article précédent sur
la répartition des « clades de rétrotransposons a LTR au sein des métazoaires ». Les clades sont
d’ailleurs définis sur les deux mémes critéres : étre partagés par plusieurs especes et présenter
une valeur de bootstrap d’au moins 70.

Concernant les eléments Copia, les résultats obtenus & partir des domaines RT/RnaseH

ou Intégrase sont tres similaires (Figure 4.7a et 4.7b).
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Figure 4.7A
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Figure 4.7B
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Figure 4.7 : Relations phylogénétiques des rétrotransposons Copia. Les arbres sont basés sur ’analyse par
Neighbor-Joining des séquences en acides aminés des domaines RT/RNaseH (1a) ou Intégrase (1b). Les
familles de Copia d’annélides sont indiquées en couleur, de méme que les clades majeurs auxquels elles
appartiennent. Le nombre d’especes d’annélides représentés dans chaque clade est indiqué entre parenthéses.
Les valeurs des nceuds (>70 %) sont issues d’un bootstrap sur 100 répliques.

Tous les Copia d’annélides se répartissent de fagon a peu prés équitable dans les 3 clades

déja décrits, & 4 séquences prés qui se retrouvent isolées : GalEa (23 familles), Hydra (23

familles) et Comol (34 familles); avec peut étre une représentation légérement plus grande de

ce dernier groupe. Les 6 autres principaux clades de Copia de métazoaires ni ne retrouveés ici ni
chez les mollusques. Le clade GalEa connu pour étre largement distribué au sein des
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métazoaires est bien retrouvé chez les annélides. Toutefois il semble que la phylogénie des
hotes ait une grande influence puisqu’il n’est représenté que par des alvinellidés et terebellidés
(7 especes); a I'inverse des deux autres clades sont majoritairement représentés par des
polynoidés (Tableau 2a). La détection d’éléments Hydra chez les mollusques laissait supposer
que ce clade pouvait avoir une répartition plus large que celle basée sur le peu d’espéces ou il
était precédemment décrit (un cnidaire, un amphipode et le poisson zébre). Avec 10 especes
d’annélides possédant de tels éléments, cette hypothese apparait donc totalement étayée. Il reste
cependant a déterminer comment ces éléments peuvent se répartir dans d’autres phylums. Le
résultat le plus marquant reste le fait que le clade CoMol, inventé a partir de seulement 4
séquences de mollusques, soit observé dans la moitié des espéces d’annélides. L’une des
hypothéses précedemment soulevées selon laquelle ce clade pourrait avoir récemment émergé
au sein des mollusques n’est donc plus pertinente. Ce clade apparait donc plus ancien et est
encore mieux représenté chez les annélides (malgré son nom désormais moins bien adapté). Il
pourrait donc aussi I’étre dans d’autres taxons qu’il reste a identifier et faire donc finalement

partie des clades majeurs de Copia de métazoaires.
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2A

Especes GalEa

Hydra

CoMol

Polynoidae

Alentia gelatinosa
Branchinotogluma jasoni
Branchinotogluma segonzaci
Branchinotogluma trifurcus
Harmothoe crosetensis
Harmothoe (fraserthomsoni) extenuata
Harmothoe fuligineum
Harmothoe sp. Regab
"harmothoinae”

Lepidonotus clava
Lepidonotopodium fimbriatum
Lepidonotopodium williamsae
Levensteiniella plicata
Pettitbonesia furcosetosa
Thermopolynoe branchiata

N e

PR RPRRPRRPRPRPRRERPRREREPR

Alvinellidae

Alvinella caudata
Paralvinella fijiensis
Paralvinella grasslei
Paralvinella hessleri
Paralvinella palmiformis
Paralvinella unidentata

Terebellidae

Amphitrite edwardsi
Amphitritides spl
Melinna palmata
Terebella lapidaria
Thelepus sp.

Total

NP R R R R

10

13
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2B

1
=

Espéces Flow

Tas

Suzu Sparrow Surcouf

Sinbad et autres Sailor

S1

S2

Polynoidae

Alentia gelatinosa
Branchinotogluma jasoni
Branchinotogluma segonzaci
Branchinotogluma trifurcus
Harmothoe crosetensis
Harmothoe (fraserthomsoni) extenuata
Harmothoe fuligineum
Harmothoe sp. Regab
"harmothoinae”

Lepidonotus clava
Lepidonotopodium fimbriatum
Lepidonotopodium williamsae
Levensteiniella plicata
Pettitbonesia furcosetosa
Thermopolynoe branchiata

N

e

Alvinellidae

Alvinella caudata
Paralvinella fijiensis
Paralvinella grasslei
Paralvinella hessleri
Paralvinella palmiformis
Paralvinella unidentata
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2B -2

Espéces Flow Tas Suzu Sparrow Surcouf Sinbad et autres Sailor S1 S2
Terebellidae
Amphitrite edwardsi 1 1 1 1
Amphitritides spl1 1 1 1 1
Melinna palmata 1 1 1 1 1 1
Terebella lapidaria 1 1 1 1 1 1 1 1
Thelepus sp. 1 1 1 1 1
Total 3 7 2 3 13 6 4 3
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2C - A

Espéces

MolGyl MolGy2 MolGy3 MolGy4 MolGy5 MolGy6 MolGyll MolGy13

Polynoidae

Alentia gelatinosa
Branchinotogluma
jasoni
Branchinotogluma
segonzaci
Branchinotogluma
trifurcus
Harmothoe
crosetensis
Harmothoe
(fraserthomsoni)
extenuata
Harmothoe
fuligineum
Harmothoe sp.
Regab
"harmothoinae™

Lepidonotus clava
Lepidonotopodium
fimbriatum
Lepidonotopodium
williamsae
Levensteiniella
plicata
Pettitbonesia
furcosetosa
Thermopolynoe
branchiata

1 1

Alvinellidae

Alvinella caudata
Paralvinella
fijiensis
Paralvinella
grasslei
Paralvinella
hessleri
Paralvinella
palmiformis
Paralvinella
unidentata

Terebellidae

Amphitrite
edwardsi
Amphitritides spl
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Melinna palmata 1 1 1 1 1 1 1

Terebella lapidaria 1 1 1 1 1
Thelepus sp.
Total 5 12 17 16 4 5 3
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2C-B

Espéces

MolAn PolGyl PolGy2 PolGy3 PolGy4 Cigr CsRN1 AB-clade C-clade

Polynoidae

Alentia gelatinosa
Branchinotogluma
jasoni
Branchinotogluma
segonzaci
Branchinotogluma
trifurcus
Harmothoe
crosetensis
Harmothoe
(fraserthomsoni)
extenuata
Harmothoe
fuligineum
Harmothoe sp.
Regab
"harmothoinae”

Lepidonotus clava
Lepidonotopodium
fimbriatum
Lepidonotopodium
williamsae
Levensteiniella
plicata
Pettitbonesia
furcosetosa
Thermopolynoe
branchiata

Alvinellidae

Alvinella caudata
Paralvinella
fijiensis
Paralvinella
grasslei
Paralvinella
hessleri
Paralvinella
palmiformis
Paralvinella
unidentata

Terebellidae

Amphitrite
edwardsi
Amphitritides spl
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Melinna palmata 1 1 1

Terebella lapidaria 1
Thelepus sp.
Total 4 5 3 7 3 1 5 14

Tableau 2 : Distribution des clades de rétrotransposons a LTR au sein des annélides. Les espéces dans
lesquelles chaque clade est représenté sont indiquées par un ‘1°. a) clades Copia, b) clades BEL/Pao, c) clades

Gypsy.

Dans le cas des BEL/Pao, les deux arbres sur chacun des domaines donnent également
le méme résultat (Figure 4.8a et 4.8b) qui sont assez comparables a ceux obtenues chez les
mollusques. Aucun élément des clades éponymes BEL et Pao n’est détecté non plus chez les
annélides ; laissant supposer que ces 2 clades sont essentiellement liés aux insectes. Le clade
Dan n’est lui non plus pas représenté chez les annélides, sa distribution restant donc pour le
moment limitée a seulement Danio rerio et 2 mollusques. Mais les six autres clades sont
détectés avec plus ou moins de clarté. Ainsi le clade Flow présumé relativement rare (cnidaires,
planaires et mollusques) est également présent chez quelques annélides (6 familles dans 3
especes) ; ce qui peut sous-entendre une répartition assez large au sein de métazoaires.
Concernant les clades plus largement distribués, comme chez les mollusques le clade Suzu est
peu représenté (5 familles, 2 especes) alors que le clade Tas apparait encore en second (13
familles, 7 espéces). Les éclaircissements majeurs apportés par les données d’annélides
concernent le groupe Sailor, méme si certains résultats peuvent étre sujets a caution car
certaines valeurs de bootstrap apparaissent peu soutenues dans le cadre de I’arbre sur la
RT/RnaseH. Ce groupe, établi a partir de I’ancien clade Sinbad, se subdiviserait en trois clades
d’aprés les données mollusques : un reliquat de Sinbad, et deux nouveaux clades Sparrow et
Surcouf. Alors qu’il était difficile d’extrapoler la réalité de ces 2 nouveauX clades en dehors des
mollusques, leur présence chez les annélides semble claire. Le clade Sparrow est bien soutenu,
méme s’il apparait beaucoup moins fréquent chez les annélides (11 familles, 3 espéces) alors
qu’il était clairement majoritaire chez les mollusques. C'est le clade Surcouf qui semble ici
dominer (27 familles, 13 especes), méme si ce clade est peu soutenu lorsque 1’on utilise le
domaine RT/RnaseH (bootstrap a 57, Figure 4.8a). Concernant le clade Sinbad, celui-ci semble
soutenu avec le domaine Intégrase (bootstrap a 87), mais plus du tout avec la RT/RnaseH. De
méme dans les deux cas un certain nombre de séquences se retrouvent isolées au sein du groupe
Sailor. Donc soit 1’on peut considérer que ce clade Sinbad est bel et bien maintenu mais que le

jeu de données ici n’est pas suffisant pour le réaffirmer ; soit il se peut que ce clade, déja peu
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soutenu chez les mollusques, soit obsoléte et rassemble parfois des séquences isolées de divers
éléments. Le groupe Sailor, bien soutenu (bootstrap a 96) et largement majoritaire, semble donc
comprendre : i) les 2 clades bien définis Sparrow et Surcouf ; ii) le clade Sinbad ou un ensemble
d’éléments difficiles a regrouper ; iii) et en plus dans le cas des annélides deux petits clades
supplémentaires qui sont peu représentés et dont 1I’existence et 1’intérét reste a confirmer, et
donc nommés provisoirement S1 (4 espéces) et S2 (3 espéces). Par ailleurs, concernant la
phylogénie des hétes, il semble que la diversité des BEL/Pao apparaisse essentiellement au sein
des Térebellidés mais tres peu au sein des Polynoidés, mise a part pour le clade majoritaire
Surcouf (Tableau 2b).
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Figure 4.8 : Relations phylogénétiques des rétrotransposons BEL/Pao. Les arbres sont basés sur 1’analyse
par Neighbor-Joining des séquences en acides aminés des domaines RT/RNaseH (2a) ou Intégrase (2b). Les
familles de BEL/Pao d’annélides sont indiquées en couleur, de méme que les clades majeurs auxquels elles
appartiennent. Le nombre d’espéces d’annélides représentés dans chaque clade est indiqué entre parenthéses.

Les valeurs des nceuds (>70 %) sont issues d’un bootstrap sur 100 répliques.

Dans le cas des Gypsy, et compte tenu du grand nombre de familles et de clade, I’analyse
de la distribution des clades paraissait problématique. En effet, lors de I’étude des mollusques
pas moins de 16 nouveaux clades potentiels (MolGy) ont été caractérisés en plus de ceux déja

définis dans la GypsyDatabase. Cela laissait supposer que seuls gquelques clades majeurs a
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distribution large seraient aussi retrouveés chez les annélides. On pouvait également supposer
qu’élargir 1’étude a d’autres phylums aboutirait au méme résultat et a la caractérisation de
nombreux nouveaux clades phylum dépendants (et donc pas référencés antérieurement).
L’arbre des familles Gypsy d’annélides obtenu sur la RT/RnaseH (Figure 4.9) contredit en
grande partie ces hypothéses. Sur les 6 clades références retrouvés auparavant chez les
mollusques, seul Tor2 n’est pas détecté dans notre étude, mais c’est un petit clade qui était déja
tres peu representé chez les mollusques (4 familles, 4 espéces). Les cing autres (A & B- clade,
C-clade, Cigr, CsRN1) sont bien retrouvés, et rien qu’eux. Concernant les clades MolGy, nous
avons suggeéré que les plus importants, comme MolGyl et/ou MolGy2, pourraient voir leur
distribution plus largement étendue a I’extérieur des mollusques. C’est non seulement le cas
pour ces clades, mais aussi celui de 14 des 16 clades MolGy; seuls MolGy7 et MolGy 10 n’étant
pas retrouvés ici. Enfin, seulement 4 nouveaux clades potentiels peuvent étre définis grace aux
annélides. Sil’on regarde plus en détail en considérant le nombre de familles, le clade C apparait
nettement majoritaire avec un quart des éléments, et présent dans toutes les espéeces. Cela laisse
supposer que ce clade, défini a partir des seuls ¢léments SURL d’oursin, mais également
dominant chez les mollusques, pourrait en fait étre le clade Gypsy le plus important des
métazoaires. Cela est également vrai pour I’ensemble du groupe Mag (pas soutenu ici avec un
bootstrap de seulement 52) dont il fait partie. Ainsi au niveau de ce groupe on retrouve pour les
annélides des ¢léments des clades A&B (de nouveau non distinguables 1’un de I’autre), d’un
nouveau petit clade PolGy1 (9 familles, 5 especes) particulier aux annélides pour le moment,
et des clades MolGy3 et MolGyll. Pour les clades MolGy il n’y a pas forcement de
concordance dans leur importance relative entre annélides et mollusques (rappelons que leur
numéro refléte leur portée chez les mollusques étant basé sur un nombre d’espéces hotes). Ainsi
les clades MolGy1 et MolGy6 sont peu marqueés chez les annélides, méme si les clades MolGy2,
MolGy 3 et MolGy 4 restent eux assez importants. Le point le plus marquant est que plusieurs
petits clades de mollusques ne sont finalement plus nettement individualisés lorsque 1’on ajoute
les séquences annélides. Bien qu’apparaissant dans la méme « Secteur » de 1’arbre des
mollusques aucun argument ne permettait alors de les regrouper, mais I’apport des éléments
d’annélides révéle un clade bien soutenu (bootstrap a 81) qui regroupe donc les anciens
MolGy8, 9, 12, et 14 a 16 que nous avons donc regroupés dans un nouveau clade baptisé
MolAn. Enfin, en plus de PolGyl au sein du groupe Mag, trois autres petits clades potentiels
PolGy2 a 4 (maximum 5 espéces) semblent indépendants des autres clades connus. En
conclusion, on retrouve pour les éléments Gypsy d’annélides 1) 5 des 6 anciens clades partagés

par les mollusques, 2) 14 des 16 clades MolGy, et 3) seulement 3 nouveaux clades
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indépendants. Si ’on combine les trois arguments cela suggere fortement que, méme si le
nombre de clades Gypsy de métazoaires demeure bien supérieur a celui des Copia ou des
BEL/Pao, ce nombre n’est peut-&tre pas si éleve. De nouvelles informations apportées par
d’autres phylums permettraient de les délimiter clairement avec potentiellement de 1’ordre de

20 a 30 clades majeurs et peut étre quelques clade phylum spécifiques.
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Figure 4.9 : Relations phylogénétiques des rétrotransposons Gypsy. L’arbre est basé sur ’analyse par
Neighbor-Joining des séquences en acides aminés du domaine RT/RNaseH. Les familles de Gypsy
d’annélides sont indiquées en couleur, de méme que les clades majeurs auxquels elles appartiennent. Le
nombre d’espéces d’annélides représentés dans chaque clade est indiqué entre parenthéses. Les valeurs des
nceuds (>70 %) sont issues d’un bootstrap sur 100 répliques.

Les résultats présentés ici complete la publication faite sur rétrotransposons a LTR des
mollusques. Cependant dans cette étude des transcriptomes d’annélides, encore préliminaire,
nous avons cette fois-ci considérer I’ensemble des grands types d’éléments transposables et
détectés pres de 60 000 familles potentielles. Ce chiffre peut paraitre un peu élevé, méme pour
26 especes, mais certains types d’éléments comme les éléments crack, pénélope, gypsy ou les
éléments a tyrosine recombinase paraissent tres diversifiés. Il se peut aussi qu’un certain
nombre de clusters correspondent en fait a des transcrit contenant seulement un fragment d’ETs
et non pas a ceux d’élément complets. Quoiqu’il en soit ces résultats nous permettent d’avoir
accés a de nombreuses séquences d’éléments d’annélides et peuvent donc nous permettent
principalement de localiser plus facilement les sites d’insertions d’ETs dans le génome d’A.
pompejana. Le fait de travailler sur de nombreuses especes compense notamment la trés faible
diversité d’éléments observés chez les alvinellidés, et donc le ver de Pompéi lui-méme, et
permettra ainsi une meilleure annotation des ETs du génome. Dans le cas de B. azoricus ce
probléme se fait moins sentir car plusieurs génomes de bivalves sont déja séquencés et pour

certains les ETs clairement identifies et déposes dans les bases de données.
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CHAPITRE 5

Conclusion générale et perspectives
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CHAPITRE 5

Conclusion générale et perspectives

5.1. Histoire évolutive des rétrotransposons a LTR

En abordant I’architecture génomique de la divergence au cours de la formation de
nouvelles especes au niveau de ce travail de theése, il apparait clairement que le génome est une
entité hétérogeéne et dynamique modelée par I’histoire évolutive et écologique de I’espece qu’il
représente. Comprendre comment cette architecture a été faconnée passe en partie par
I’intégration des mécanismes régissant la dynamique des ETs, c’est-a-dire leur capacité a se
diversifier, envahir, amplifier leur nombre de copies, et Se maintenir au sein des génomes d’une
population, d’une espéce ou d’un taxon. Celle-ci combine de nombreux aspects tels que les
mécanismes de contr6le de la transposition par les éléments eux-mémes et/ou par le génome de
I'néte, l'activation de I'élément par des changements environnementaux (au niveau de
I’environnement génomique ou écologique). Ces évenements de transposition peuvent alors
impacter 1’évolution de I’architecture génomique : 1’accumulation de séquences répétées peut
favoriser localement la recombinaison; les nouvelles insertions peuvent étre sources
d’adaptation et de différentiation; et le polymorphisme des sites d’insertions peut générer des
incompatibilités et des dysfonctionnements genomiques limitant la reproductions entre
populations (e.g. dysgénésie des hybrides chez la drosophile) pouvant étre autant de facteur
favorables a la formation de nouvelles espéeces.

En 1997, Kidwell et Lisch ont ét¢ les premiers a utiliser le terme d’« écologie du génome
» pour illustrer la complexité des interactions qui se produisent entre les ETs et leurs hotes dans

une perspective évolutive. Avec une vision ou les ETs peuvent au final étre percus et considéres
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comme des « espéces ». En effet, les relations entre ETs peuvent étre assimilées a celles qui
existent entre les espéces, et une analogie entre les génomes et les écosystemes a été proposée
(Venner, Feschotte, and Biémont 2009; Le Rouzic, Dupas, and Capy 2007). Les copies d'un
méme ET peuvent étre considérées comme des individus. Ces copies appartenant a la méme
famille ou sous-famille d’ETs constituent alors une « espéce » d’ETs dont les copies étroitement
apparentées génétiquement partagent les mémes interactions avec leur environnement. Les
facteurs limitant comprennent notamment les ressources cellulaires nécessaires a la
transposition (par exemple, les mécanismes moléculaires et métabolismes nécessaires pour
exprimer des enzymes de transposition, les activités de réparation de I'ADN), le nombre de sites
potentiels d'insertion dans le génome, et les multiples mécanismes de 1’hdte qui contrdlent la
transposition. Dans ces stratégies évolutives énoncées, le succes évolutif d’un élément mobile
dépend d’un certain nombre de fonctionnalités moléculaires que I’on pourrait apparenter a des
traits d’histoire de vie des ETs. Cela pourrait notamment inclure le mécanisme de transposition
lui-méme, la possibilité de s'insérer de préférence dans des régions génomiques ciblées comme
I’hétérochromatine (Gao et al. 2008), la propension a subir des transferts horizontaux (Silva et
al., 2004), et la capacité a contourner les mécanismes de réparation du génome de I'hbte. La
communauté d’ETs d'un génome comprend donc toutes les copies d’ETs (y compris celles
délétées et non-autonomes), quelles que soient leur sous-famille, famille ou classe, et est
analogue a la partie biotiqgue d'un écosysteme ; la composante « abiotiqgue » pouvant
correspondre aux genes, aux différents types de séquences non-codantes - répétitives (ADN
satellite) et non répétitives — et a I'environnement cellulaire.

En se concentrant sur I’inventaire des rétrotransposons a LTR et leur diversification au
sein des genomes, les différences entre superfamilles dans les nombres de copies, familles et
clades confirment qu’au sein des génomes de mollusques et d’annélides, et au final
possiblement chez 1’ensemble des métazoaires voir des unicontes, chaque superfamille
d’¢léments mobiles refléte une dynamique différente. Nombreux et divers, les éléments Gypsy
présentent une dynamique qui suit la théorie de la Reine Rouge : I'évolution d'une espéce doit
étre permanente pour maintenir son aptitude a survivre/interagir suite aux évolutions des
espéces avec lesquelles elle co-évolue (Van Valen 1977). Pour des éléments mobiles
(considérés ici comme des ‘especes’), cela implique de nombreuses copies et une évolution
continue avec un taux de transposition basal assez élevé, ou du moins une mobilité fréquente
au sein des génomes, qui entrainerait une tres grande abondance et diversité, au sein d’un taxon
et au sein méme d’une espeéce. Un polymorphisme ancestral pourrait lui aussi expliquer la

diversité des clades de Gypsy, mais pas le grand nombre de familles, ni de copies, sachant que
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dans le « cycle de vie » d’un élément celui-ci va tendre a disparaitre s’il ne conserve pas un
équilibre entre acquisition de nouvelles copies intégres par mobilisation et immobilisation pas
I’accumulation de mutation. De plus, au vu de la distribution des clades au sein des eucaryotes,
transferts horizontaux mis a part, des clades d’éléments Copia comme GalEa ou Hydra semble
eux aussi trés anciens. Or chez ces Copia, rares et peu divers, une autre dynamique possible
semble impliquée. Cette dynamique pourrait étre plus liée & des événements récurrents
d’explosion de la transposition dans certaines espeéces hotes. Dans ce cas, un tout petit nombres
de copies actives, héritées au fil des générations, peuvent suffire a générer un « burst » de
transposition lié a des stress ou des changements d’environnement par exemple. Cela
expliquerait leur distribution tres morcelée au sein des métazoaires ou des differents phylums,
et leurs trés fortes variations en nombre de copies entre espéces « hotes ». Ce type de dynamique
suit le « Domino day spreading model » établi par Piednoél et al. (2013) a partir de I’étude des

crustacés.

5.2. Empreinte génomique des modes de spéciation en milieu
hydrothermal

Les chapitres 2 et 3 de ce travail de thése avaient pour objectif de caractériser si
I’architecture de la divergence des génes au sein d’un génome pouvait refléter le mode de
spéciation en cours (allopatrie, parapatriec ou sympatrie) dans la formation d’espéces nouvelles
et d’évaluer son état d’avancement au cours du temps. Pour cela, nous avons entrepris une étude
des signatures d’évolution moléculaire des genes impliqués dans la séparation plus ou moins
aboutie d’espéces appartenant a 2 grands taxons emblématiques des sources hydrothermales
profondes : les polychétes du genre Alvinella et le complexe d’espéces Atlantiques au sein du
genre Bathymodiolus.

Chez le genre Alvinella, la séparation des populations d’A. pompejana de part et d’autre
du point triple des Galapagos par une barri¢re physique aux flux de génes a I’équateur (Plouviez
et al., 2009, 2010, 2013) suggere la mise en place récente d’une séparation d’espéces par
vicariance (i.e. en allopatrie). Néanmoins, le mélange étroit des especes morphologiquement
distinctes A. pompejana et A. caudata sur les parois des cheminées hydrothermales a I’échelle
de leur aire de distribution laisse supposer que des processus de spéciation écologique
pourraient avoir été mis en jeu dans 1’évolution de cet eucaryote thermophile un peu particulier.

Chez le genre Bathymodiolus, I’isolement des populations de moules le long de la

dorsale s’effectue le long d’un gradient de profondeur avec une mosaique d’habitats
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hydrothermaux basée sur la nature hétérogéne des roches composant la crolte océanique. Cet
isolement a donné lieu a plusieurs espéces caractérisées par des divergences importantes au
niveau de leur ADN mitochondrial étayant I’hypothése d’une spéciation écologique de type
parapatrique. Néanmoins, la présence de barrieres physiques a la dispersion larvaire, comme
les zones de fractures qui segmentent la dorsale, et la mise en évidence de zones d hybridation
(e.g. le site Broken spur (29°N/MAR) : O’Mullan et al., 2001, Won et al., 2003, Breusing et al.,
2017) laissent supposer que certaines populations aient pu évoluer en allopatrie puis remises en
contact secondairement (Faure et al., 2009). Compte tenu du contexte géologique de la dorsale
et I’extréme fragmentation de I’habitat hydrothermal, il est donc possible qu’une évolution des
genes par sélection diversifiante ait pu contribuer a I’isolement génétique d’écotypes ou que cet
environnement favorise localement de [I’introgression adaptative entre des especes

préalablement isolées géographiquement.

L’utilisation de données de transcriptomes positionnées sur le génome de référence de
chaque mode¢le nous a permis d’étudier les patrons de distribution de la divergence au sein de
chaque génome et d’évaluer I’impact de la sélection sur les régions codantes et exprimées du
génome. Néanmoins, la cartographie de la divergence des genes le long du génome a été rendu
difficile par I’assemblage encore tres préliminaire des 2 génomes de référence et leur extréme
fragmentation en une multitude de scaffolds. Pour pallier cette difficulté nous avons essayé de
compenser ce fractionnement de I’information par une analyse statistique de I’hétérogénéité de

nos estimateurs entre scaffolds.

Quatre conclusions majeures peuvent étre dégagées de ces études :

(1) La barriere équatoriale de la dorsale Est-Pacifique a un effet majeur sur la limitation
du flux de genes chez A. pompejana entre les populations Nord et Sud et affecte une proportion
non-négligeable du génome. Les populations sont donc en phase de séparation dans un contexte
d’allopatrie, puisque I’on observe un signal clair de divergence sur 30% des génes identifiés
(divergence nucléeotidique moyenne=0,12). Cette divergence moyenne est 4 fois supérieure a
celle attendue par le polymorphisme de 1’espece en comparant au hasard 2 individus d’une
méme population. A cet effet s’ajoute potentiellement celui de barri¢res a la reproduction,
méme si le nombre de genes potentiellement impliqués reste encore limité. Ces génes pourraient
néanmoins avoir un rdle d’une part dans I’isolement pré-zygotique en facilitant les

appariements homo-spécifiques et la formation des gamétes, et d’autre part dans I’isolement
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post-zygotique, en générant de possibles incompatibilités génétiques au sein des tubulines qui
ont un role clef dans la composition du flagelle et la division cellulaire. A cela pourrait
néanmoins s’ajouter une composante environnementale liée a 1’interaction du ver avec son
épibiose, certains genes de la réponse immunitaire étant sous sélection positive. Il est en effet
clair que la diversité génétique microbienne varie fortement entre sites hydrothermaux selon la
nature du fluide émis (Jannasch 2013; Kormas et al. 2006; Nercessian et al. 2003; Rathgeber et
al. 2002). Cette barriere datée a 1-2 millions d’années (Plouviez et al., 2009) cumulée a un taux
d’accrétion plus fort au sud de la barriére a pu initier le processus d’isolement allopatrique par
accumulation d’incompatibilités génétiques sur les génes a taux d’évolution rapide et renforcé
ensuite par de I’adaptation locale par le biais d’une sélection divergente plus spécifiquement
ciblée vers les interactions entre le ver et les communautés microbiennes des cheminees
colonisées. L’absence d’1lots de divergence le long du génome et I’absence de corrélation entre
la distribution des génes sous sélection positive et les génes les plus divergents suggere que la

spéciation est dans une phase précoce d’isolement des populations.

(2) Entre les deux espéce sceurs et syntopiques A. caudata et A. pompejana au sein du
méme champ hydrothermal 9°50N de I’EPR, notre étude de la divergence des genes confirme
la trés ancienne séparation des 2 espéces et leur isolement reproducteur avec une structure de
génomes congelés présentant de larges Tlots de la divergence. Cependant, une proportion
relativement élevée de genes (2 %) présentant encore des signes de sélection positive malgré
une divergence moyenne des genes tres élevée. De fagon singuliére, certains génes sous
sélection positive sont impliqués dans la reconnaissance gamétique traduisant un potentiel role
de la sympatrie dans le renforcement de 1’isolement pré-zygotique. Il est donc possible que ces
deux especes aient évolué dans un contexte géographique différent (allopatrie) pendant une
longue période de temps, puis se soient rencontrées pendant la recolonisation de I'EPR aprés
les épisodes d'isolement tectonique qui ont structuré la faune hydrothermale entre 11-18 Ma
(Matabos & Jollivet, 2019). L’analyse des génes trés divergents et des génes restant sous
sélection positive montre que les espéces se sont spécialisées dans des micro-habitats trés
différents eu égard au nombre de genes identifiés comme impliqués dans la réponse aux stress
environnementaux, la réparation des ADN/ARN et les métabolismes lipidiques et énergétiques.
Ces données montrent donc que les 2 espéces ont tres certainement évoluées sous une forte
contrainte de sélection positive divergente qu’elle se soit appliquée apres ou avant I’isolement

reproducteur.
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(3) La separation entre B. azoricus et les deux espéces plus profondes le long de la MAR
est largement antérieure au moment ou les génomes de B. puteoserpentis et B. sp. 5°S
deviennent divergents. Les temps de divergence estimés a 1,75 Ma entre B. puteoserpentis et
B. azoricus, 2,1 Ma B. sp. 5°S et B. azoricus et 0,8 Ma entre B. puteoserpentis et B. sp. 5°S.
Pourtant, les trois especes se situe a un stade précoce du processus de spéciation avec une
majorité de genes non-divergents. Le pourcentage de genes divergent (respectivement 46%
entre B. azoricus/B. puteoserpentis, 53% entre B. azoricus/B. sp. 5°S, 46% entre B. azoricus/B.
puteoserpentis) est cependant supérieur a celui trouve chez A. pompejana (30%) entre les
populations sud et nord de I’EPR. Ce résultat indique qu’un grand nombre d’all¢les ne sont pas
encore triés entre les différentes especes malgré leur forte divergence mitochondriale (10%, cf
Faure et al., 2009) ou qu’une grande partie du génome est toujours perméable aux flux de genes.
Les travaux de Breusing et al. (2016) contredisent néanmoins cette derniere hypothése puisque
les modélisations de flux larvaires ne permettent pas actuellement de connecter ces différentes
populations. Bien que les différentes especes soient géographiquement isolées, aucune barriere
post-zygotique n’a été identifiece. Néanmoins de nombreuses proteéines impliquées dans
I’isolement reproducteur pré-zygotique pourraient étre sous sélection positive, notamment dans
la reconnaissance gamétique et la gamétogénese. Cependant la majorité des génes sous
sélection positive et/ou ayant divergé rapidement sont impliqués dans 1’adaptation locale aux
conditions biotiques et abiotiques propres a chaque champ hydrothermal, et notamment dans
les interactions avec les communautés microbiennes. Cette proportion de genes est
anormalement ¢élevée (6%) et permet de privilégier I’hypothése d’une spéciation écologique
entre B. azoricus et les espéeces les plus profondes associées a un hydrothermalisme

ultramafique.

(4) Le scénario de diversification au sein des Bathymodiolus apparait plus complexe que
suppose. Un événement ancien de spéciation écologique semble avoir opéré entre B. azoricus
et B. puteoserpentis dans un contexte d’isolement allopatrique généralisé associ¢ a la
colonisation de la dorsale médio-Atlantique et aux flux de génes relativement réduits entre les
populations de modioles situées sur des segments de dorsale différents. Ce contexte d’isolement
géographique est bien illustré par la comparaison B. puteoserpentis et B. sp. 5°S de part et
d'autre de la zone de fracture Romanche, et par la zone d’hybridation relativement réduite situé¢e
a Broken Spur ou peuvent co-exister les types parentaux (Won et al., 2003 mais voir Breusing

et al., 2017 pour analyses contradictoires).
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De maniere genérale, il apparait que les différences de signature biogéochimiques entre
les champs hydrothermaux exercent une pression de sélection forte sur les espéces de nos deux
modéles d’étude. Le milieu hydrothermal se caractérise notamment tant par son niveau de
fragmentation avec de grandes distances entre sites, que par la mosaique de micro-habitats
pouvant étre colonisés par une méme espeéce. Lors de I’expansion des populations d’une espece
le long de la dorsale un paradoxe évolutif apparait alors entre capacités de dispersion et
adaptation aux conditions locales. Instabilité environnementale et fragmentation ont donc un
role trés important dans 1’évolution du polymorphisme des espéces et sur la distribution de cette
variabilité génétique dans I’espace. D’une fagon générale, la fragmentation conduit le plus
souvent a une augmentation de la différenciation génétique entre populations locales (Nunney
and Campbell 1993) et I’extinction locale, a une réduction en taille de la métapopulation
entrainant une érosion de la diversité génétique (Gilpin 1991). Dans le cas ou I’espéce présente
une forte capacité dispersive, I’évolution de sa structure génétique va dépendre de I’équilibre
entre le taux d’extinction locale et la migration, et plus spécifiquement entre le nombre de
migrants échangés entre populations établies et le nombre de propagules colonisant de
nouveaux habitats (Slatkin 1977). L’évolution d’une espéce vivant dans un environnement a
fort taux de renouvellement tend a favoriser la dispersion sur de longues distances tout en

réduisant sa taille efficace et donc son polymorphisme (Harrison and Larson 2014).

L’EPR est associée a taux d’accrétion croissant le long d’un gradient latitudinal du Nord
au Sud. Un taux d’accrétion ¢levé implique un taux d’extinction/renouvellement des sites plus
élevé et donc une distance inter-sites plus faible le long de la dorsale qui va de pair avec une
durée de vie plus courte des sites hydrothermaux. A I’inverse, la dorsale médio-Atlantique est
connue pour étre une dorsale lente caractérisée par des sites hydrothermaux plus pérennes dans
le temps séparés par de plus grandes distances et par des failles transformantes plus accentuées
qui forment de véritables barrieres a la dispersion larvaire sur le fond (Fouquet et al. 1993,
James and Elderfield 1996; Murton, Dover, and Southward 1996; Ondréas et al. 2012). A cela
s’ajoute des courants circulaires pouvant dévier les individus migrants de la vallée axiale et une
circulation océanique de surface (AMOC) qui sépare nettement la dorsale médio-Atlantique de
part et d’autre de 1’équateur. De plus, la composition des fluides hydrothermaux apparait trés
hétérogene le long de la dorsale medio-Atlantique, ce qui genere un fort couplage entre
I’isolement géographique et I’isolement ¢écologique des différentes communautés

hydrothermales. Ces différences de dynamique de I’environnement hydrothermal profond entre
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I’EPR et la MAR pourraient expliquer les différences de modes de spéciation observés entre
nos deux modeles.

Dans le cas de I’isolement géographique des populations d’A. pompejana nord et sud,
bien que partiellement perméable (flux orienté du nord vers le sud avec une zone de contact
limitée a 7°25S), la barriere équatoriale semble étre une barriere efficace aux flux géniques
(Plouviez et al., 2010). Le long de I’EPR, seules les capacités dispersives des individus d’A.
pompejana limitent la connectivité entre les sites tandis que les conditions biogéochimiques
sont assez semblables (Le Bris and Gaill 2006; Nercessian et al. 2003; Proskurowski, Lilley,
and Olson 2008; Sokolova et al. 2009; Yao et al. 2009). Récemment, les travaux de these
d’Alexis Bioy (2018) s’appuyant sur 1’étude de la structure des populations d’A. pompejana
d’une part et d’A. caudata d’autre part, concluent que la composition allé¢lique des individus
(présence/absence des alléles) permet de différencier les populations selon leur signature nord
et sud, mais que des introgressions d’alléles ‘sud’ sont plus fréquemment observées dans les
populations nord associées aux environnements plus ‘chauds’. Les larves d’A. pompejana
possedent des exigences thermiques et des tolérances d’exposition aux sulfures nécessitant un
développement embryonnaire a 1I’extérieur de la colonie parentale (Pradillon et al., 2005a).
Pourtant leur durée de dispersion ne semble pas leur permettre de couvrir des distances
suffisantes pour se déplacer d’un champ hydrothermal a un autre (Chevaldonné et al., 1997). Il
apparait donc que les exigences larvaires ne peuvent étre satisfaites qu’en s’écartant de la
colonie parentale sans pour autant quitter le site actif (Pradillon et al., 2005a). Toutes ces
contraintes biotiques et abiotiques soutiennent que les populations nord et sud d’A. pompejana
évoluent de fagon séparée le long de I’EPR mais que des effets environnementaux peuvent
accentués cette différenciation et permettre de I’adaptation locale en 1I’absence de flux de génes,
cette adaptation locale pouvant étre en partie liée aux interactions tissées entre le ver et les
communautés microbiennes des cheminées qui évoluent difféeremment et plus vite entre les
différents champs hydrothermaux.

A Tinverse, dans le cas du complexe d’espéces de Bathymodiolus, les larves sont
capables de remonter en surface (Arellano et al. 2014) et peuvent disperser sur de grandes
distances. Dans ce contexte, les larves dispersent et I’environnement sélectionne. B. azoricus et
B. puteoserpentis sont capables de s’hybrider localement (O’Mullan et al., 2001, Won et al.,
2003, Faure et al., 2009, Breusing et al., 2017), ce qui suppose que les espéces ont évoluées
séparément sur une période de temps assez longue. Néanmoins, il convient ici de noter que la
zone d’hybridation correspond a un environnement hydrothermal de type basaltique favorisant

azoricus a une profondeur élevée favorisant puteoserpentis. Dans le contexte d’une spéciation

191



écologique, le positionnement des hybrides prend ici tout son sens. Les trois espéces vivent
dans des environnements contrastés du point de vue de la profondeur et de la composition
chimique du fluide, et les larves sont soumises a des pressions écologiques fortes lors de leur
installation. Dans I’hypothése ou les flux migratoires sont faibles et la sélection
environnementale forte, toutes les conditions sont requises pour I’émergence d’écotypes et la
mise en place d’un isolement génétique par une accumulation progressive de génes fortement
différenciés par ’action de la sélection positive diversifiante et 1’¢limination des phénotypes
intermédiaires comme prédit par les modeles d’isolement proposés par Dieckman et Doebeli,
(1999) et Doebeli et Dieckman (1999) et developpés par Flaxman et al. 2014 et repris par Tittes
and Kane 2014. Les pressions de sélection qui s’exercent sur le génome, en lien avec
I’adaptation locale, semblent donc avoir ét¢ a I’origine des premiers verrous génomiques
contrant le flux génique entre ces espéces, et soutiennent 1’hypothése d’un processus

d’isolement génétique en parapatrie.

D’un point de vue méthodologique, cette ¢tude avait notamment pour objectif de
cartographier les zones imperméables aux flux de génes (divergence) et les zones ou la sélection
(purifiante ou divergente) s’exerce le long de chaque génome de référence. Ces génomes étant
toujours en cours d’assemblage, cette approche ne nous a pas permis d’étudier finement
I’évolution de la divergence synonyme et non-synonyme le long du génome du fait de la faible
couverture génique le long des scaffolds et du nombre restreint de scaffolds de grande taille.
Cette difficulté s’est particulicrement appliquée dans les cas d’initialisation de la spéciation ou
le nombre de genes impliqués dans la divergence était encore faible.

Notre approche trouve une autre limite quant a I’interprétation de la divergence
observée. Dans cette étude, nous avons comparé a chaque fois le transcriptome d’un individu
représentatif de son espéce contre le génome assemblé a partir des données de quelques
individus de I’autre espeéce. Ne connaissant pas le degré de divergence allélique associ¢ aux
polymorphismes des espéces, ni la taille efficace des populations, il est impossible d’identifier
clairement les mécanismes propres a la mise en place de I’isolement reproducteur (tri des
lignées alléliques associé a la pré-spéciation) et les mécanismes secondaires de renforcement
de cet isolement (accumulation de la divergence apres fixation des alleles associé a la post-
spéciation). D’aprés nos données, il apparait que nous puissions étre a I’intersection de ces
mécanismes ou le temps passé depuis la séparation des ‘especes’ soit encore inférieur au temps

de fixation des alleles dans différentes populations (i.e. < 4.Ne.u). Il est donc nécessaire
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d’entreprendre des études de génomique des populations pour prendre en compte ce

polymorphisme.

5.3. Perspectives

Pour affiner nos conclusions sur les mécanismes génétiques et génomiques mis en jeu
lors de la spéciation, il est donc nécessaire de regarder comment se distribue le polymorphisme
des especes en formation en fonction de 1’habitat, de la géographie et de la place des genes le
long du génome. Cette partition du polymorphisme entre populations ou entre espéces en cours
de formation est détectable par I’analyse des fréquences alléliques d’un échantillon représentatif
de geénes au sein d’une collection d’individus préalablement échantillonnés pour tester une
hypothése évolutif donné : ici la mise en place de barrieres géographiques et/ou écologiques
aux flux de geénes entre individus. Pour cela, j’ai entamé au cours de ma thése une étude sur la
différenciation génomique entre les populations de B. azoricus et B. puteoserpentis et leurs
hybrides par le biais d’un échantillonnage aléatoire du génome a 1’aide de marqueurs SNPs
obtenus par double digestion enzymatique Pstl et Msel plus connue sous le nom de ddRAD
(Peterson et al. 2012; DaCosta and Sorenson 2014) a partir de 8 populations de Bathymodiolus
échantillonnées entre 37°N (site Menez Gwen) et 14°45N (site Logatchev) et incluant la zone
d’hybridation sur le site Broken Spur (29°N). Cette étude a pour but de répondre a certaines
questions laissees en suspens : La différenciation observée traduit-elle un isolement en cours
ou assiste-t-on a un relachement de la barriére avec remise en contact secondaire ? Dans le
premier cas, quelle est la proportion du génome encore non différenciée ? et, dans le deuxieme
cas, quelle est I’étendue de la zone d’hybridation et comment se distribuent les hybrides et les
types parentaux ? Y a t-il des zones du génome imperméable aux flux de genes ? Et enfin, les
échanges entre génome sont-ils plus spécifiquement associés a de I’introgression adaptative en

fonction de 1’environnement ?

Une analyse similaire a été effectuée par Alexis Bioy au cours de sa thése sur les
populations d’A. pompejana échantillonnées le long de I’EPR. Son travail démontre pour les 2
espéces A. pompejana et A. caudata que les populations sont bien différenciées de part et
d’autre de la barriére équatoriale associée au point triple des Galapagos. Pour A. caudata, les
individus sont clairement regroupés selon leur origine géographique le long de I’EPR. Les

résultats sont plus nuancés pour A. pompejana pour qui les populations nord et sud sont bien
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différenciées, mais le degré d’apparentement des individus ne suit pas forcément leur
positionnement géographique. Les calculs de Fst sur la base d’un petit nombre de locus
communs au sein de chaque espece, bien que non significatifs pour A. caudata, révelent des
valeurs élevées avec respectivement 0,1764 pour A. pompejana et 0,2752 pour A. caudata entre
les populations nord et sud. Les données a 1’échelle du génome valident donc les travaux de
Plouviez et al., (2010) et montre que la barriére aux flux de génes n’affecte pas 1’ensemble du
génome de facon identique. L’assignation des individus a des groupes génétiques homogenes
montrent 1’existence de deux entités génétiques au nord et au sud de I’EPR pour les 2 especes
d’Alvinella (Figure 5.1). Cependant I’assignation de certains individus laisse supposer une
perméabilité encore plus grande de cette barriere, qu’elle soit physique ou génétique chez A.
caudata, avec plus d’individus introgressés par des alléles du sud dans les populations a 9°50N.
Chez A. pompejana, on observe que la proportion d’alléles issus du sud de I’EPR est trés faible
(<2-3% du génome des individus introgresses) a 9°50N mais deux individus échantillonnés a
7°258 présentent environ 15% d’alléles avec une signature du nord (Figure 5.1). Cela pourrait
indiquer un flux migratoire unidirectionnel du nord vers le sud déja été démontré lors de I’étude
de la distribution des formes alléliques nord et sud de la phosphoglucomutase-1 chez A.
pompejana (Plouviez et al. 2010). Chez A. caudata, cette directionalité du flux apparait opposée
avec une fraction trés importante des individus du nord présentant jusqu’a 80% d’alléles avec
une signature du sud. Alors qu’il existe une différenciation trés marquée des lignées
mitochondriales de part et d’autre de la barriere équatoriale aux flux de génes (Plouviez et al.,
2009 ; Plouviez et al., 2010 ; Jang et al., 2016), les analyses en ddRAD confirment I’hypothese
de Plouviez et al. (2010) et Jang et al. (2016)de ’existence d’un polymorphisme nucléaire
localement partagé entre le nord et le sud de I’EPR pouvant laisser supposer la présence de
zones de contact secondaire avec possibilité d’une hybridation potentiellement limitée par des

incompatibilités mito-nucleaires.
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Figure 5.1 : Analyse factorielle des correspondances et histogrammes de proportions de chaque génome
chez les individus d’A. pompejana sur 851 locus communs entre les populations de I’EPR nord et sud obtenu
a I’aide du logiciel STRUCTURE avec K=2 (log(likelihood)=-12398)

Cette analyse comparative entre les deux especes suggere donc que le flux migratoire a
travers la barriere pourrait étre plus spécifiquement orienté du nord vers le sud pour A.
pompejana et du sud vers le nord pour A. caudata. Cette dynamique remettrait alors en cause
nos conclusions quant a I’histoire de spéciation entre les deux espéces sceurs mais fournirait
une explication tout aussi plausible quant a la juxtaposition des deux especes le long des parois
des cheminées hydrothermales apres une longue histoire évolutive en allopatrie au cours de
laquelle les espéces auraient évoluées en se spécialisant au sein de micro-habitats différents.
Les populations des 2 especes auraient été ensuite remises en contact suite aux nombreuses
réorganisations tectoniques ayant donné licu a I’EPR actuel, en reliant notamment la dorsale

Mathématicienne a I’EPR situé plus au sud via la formation des microplaques de Bauer et de
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Mendoza, entre 12 et 18 millions d’années (Mammerickx and Klitgord 1982; Eakins and
Lonsdale 2003).

Le jeu de données utilisé pour cette étude était parcellaire a cause d’un biais
méthodologique associé d’une part a un nombre important de lectures aspécifiques di a la
qualité médiocre des ADN (i.e. ADN génomique fragment¢) et, d’autre part a un mélange de 2
sites de restriction reconnus par I’enzyme Pstl. Le site Pstl a en effet été occasionnellement
remplace par le site Nsil (ATGCAT) qui differe du site Pstl par la premiere et la sixieme base
du motif reconnu. Cet artefact dans la digestion du génome et ’excés de petits fragments
aspécifiques a donc résulté en un nombre de locus potentiels plus grand qu’attendu par I’analyse
in silico réduisant par conséquent la couverture de chaque locus. Pour pallier ce probléme, nous
sommes actuellement en collaboration avec Jose Cerca qui effectue sa these au Natural History
Museum a Oslo et qui développe un pipeline visant a nettoyer le jeu de lectures démultiplexées
afin d’augmenter le nombre de locus communs et leur couverture en ré-assignant les lectures

qualifiés d’ambigués initialement écartés de 1’analyse.

o FEtude de la différenciation génétique entre B. azoricus et B. puteoserpentis

En 2018, la campagne TRANSECT (cheffe de mission : Nadine le Bris) avait pour
objectif global de mieux comprendre la capacit¢ des émissions hydrothermales d’origine
ultramafique (sites Rainbow (36°13N, 2700m) et Lost City (30°07N, 700m)) a soutenir la
production chimiosynthétique de biomasse, par comparaison avec celles d’origine basaltique
(site Broken Spur, (29°1N, 3300m)). Lors de cette campagne, nous avons pu échantillonner
quelques modioles au niveau des moulieres décrites auparavant a Broken Spur (O'Mullan et al.,
2001, Won et al., 2003a) et faire de 1’exploration afin de rechercher d’autres cheminées actives
et des zones de diffusion et/ou moulieres au sein du site. Des les premieres plongées nous
n’avons pu qu’observer la quasi-disparition de la mouliére associée a la zone d’hybridation,
hormis des coquilles vides, et quelques individus de grande taille éparpillés qui ont été
échantillonnés (une dizaine) a la base des cheminées. Cette découverte est étonnante alors
méme que le champ hydrothermal Broken Spur est en pleine reprise d’activité avec de
nombreuses émissions et un fort recrutement des espéces vivant sur les parois des cheminées
(crevettes, crabes, gastéropodes patelliformes). Cependant, une quinzaine de jeunes recrues de
bathymodioles (taille <3 mm) ont pu étre localement échantillonnées sur une zone de moindre
activité. A cet échantillon représentatif de la zone d’hybridation, nous avons pu obtenir de

nombreux individus de B. azoricus sur le site Rainbow au cours de la méme campagne, et
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plusieurs dizaines d’individus de B. puteoserpentis sur les sites Logatchev (14°45N, 3100m) et
Snake Pit (mouliere du site Elan, 3200m) lors des campagnes Serpentine 2007 (chef de
mission : Y. Fouquet) et Bicose 1 & 2 (2014 et 2018, cheffe de mission : M.A. Cambon-
Bonavita).

Dans le but de comparer les résultats trouvés par I’analyse de la divergence et du dn/ds
entre les transcriptomes des espéces de Bathymodiolus de la dorsale Atlantique et faire écho
aux travaux de génomique des populations d’alvinelles effectués par A. bioy (thése de doctorat,
2018) a partir de I’analyse de marqueurs ddRAD, nous avons entamé une analyse parall¢le de
la structure génomique des populations de modioles avec des locus ddRAD séquencés a partir
d’individus des populations B. azoricus échantillonnées sur les 3 champs hydrothermaux
Menez Gwen, Lucky Strike et Rainbow et des populations de B. puteoserpentis échantillonnées
a Logatchev et Snake Pit avec leurs hybrides potentiels échantillonnées a Broken Spur (i.e. 2
générations distinctes d’individus).

La difficulté technique a porté sur le choix des individus pour la construction des
banques ddRAD, et notamment d’échantillonner le plus d’hybrides ou formes introgressées
potentiels dans les différentes populations. Un marqueur nucléaire diagnostique des espéces
azoricus et puteoserpentis (alleles fixés a >95% dans les 2 espéces) a été¢ développé a I’issue
des travaux de Faure et al. (2009) qui visaient a évaluer les processus évolutifs ayant mené a la
séparation de B. azoricus et B. puteoserpentis et de dater cette divergence par une approche de
coalescence sur des génes nucléaires. Ce marqueur code pour I’enzyme S-Adenosyl-
homocystéine hydrolase (ou SAHH) qui est impliqué dans les processus de méthylation de
I’ADN et catalyse la réaction d’hydrolyse de la S-Adenosyl-homocystéine (SAH) en adénosine
et homocystéine (Haba and Cantoni 1959). Cette enzyme a déja été utilisée dans une étude du
polymorphisme dans les populations humaines (Kloor et al. 2006) et constitue un marqueur a
fort taux d’évolution. L’étude du polymorphisme nucléotidique et de la divergence a partir de
la reconstruction des généalogies d’alléles a partir des séquences d’individus de B. azoricus et

de B. puteoserpentis a montré la trace d’un potentiel balayage sélectif sur ce géne (Figure 5.2).
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Figure 5.2 : Réseau d’alleles inféré avec NeighborNet pour le géne codant pour la SAHH. En rouge : alléles
de B. azoricus. En bleu : alleles de B. puteoserpentis. Les points 1 et 2 correspondent a des individus B.
puteoserpentis introgressés par un allele azoricus.

L’analyse des séquences nucléotidiques de la SAHH entre les deux espéces a permis de
définir des profils de restriction diagnostiques des 2 espéces pour génotyper les individus des 2
espéces en vue de la construction des banques ddRAD. Ainsi, en s’appuyant sur le profil de
migration sur gel d’agarose (Figure 5.3) d’un fragment du géne amplifié par PCR codant pour
la SAHH puis digéré par les enzymes de restriction Hinfl et Sau3Al, nous avons pu choisir les

individus en fonction de la fréquence des genotypes représentés dans chaque population.

B. azoricus B. azoricus B. puteoserpentis| B. thermophilus
Hinfl SauBAl | Hinfl SauBAl | Hinfl Sau3Al | Hinfl Sau3Al
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Figure 5.3 : Profils de restriction attendus au gene codant pour la SAHH préalablement amplifié par PCR et
digéré par Hinfl et Sau3Al pour 3 especes de Bathymodiolus. Il existe 2 profils différents au sein de B.
azoricus. Les deux colonnes extérieures correspondent a la migration des marqueurs de taille.
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Nous avons obtenu les données de séquencage ddRAD chez 44 individus génotypés sur
le géne SAHH provenant des sites Broken Spur et Snake Pit — Elan (campagnes BICOSE 1
(2014) et 2 (2018), cheffe de mission Marie-Anne Cambon-Bonavita, et TRANSECT (2018),
cheffe de mission : Nadine Le Bris) auxquelles s’ajoutent les données de 107 individus issus
des sites Menez Gwen, Lucky Strike, Rainbow et Logatchev obtenues par Gonzalo Fuenzalida
au cours de sa thése sous la direction d’Arnaud Tanguy (effectifs par population dans le tableau
5.1 en annexe).

Les données de sequencage ont été démultiplexées par ProcessRADTag afin d’assigner
chaque paire de lectures a un individu. Dans un premier temps, les analyses génétiques ont été
réalisées de novo avec le logiciel STACKS en considérant tous les individus et toutes les
localités et notre analyse se porte donc sur 1800 locus (paramétrage : -M=6, -n=3, -m=3)

communs comprenant au total 4251 sites polymorphes soit 2,4 sites polymorphes en moyenne

par locus.

d=5
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Figure 5.4 : Structure génétique des populations de B. azoricus, B. puteoserpentis et leurs hybrides, basée
sur 1800 locus analysés sur la base de leurs fréquences alléliques par analyse discriminante des composantes
principales (DAPC) dont I’axe 1 explique 63,6% de la variance et 1'axe 2 explique 6,1% de la variance.

L’analyse en composantes principales de la structure génétique des individus des 9
populations et basée sur 1800 locus communs (Figure 5.4) montre une nette différenciation
entre les populations de B. azoricus et B. puteoserpentis alors que le groupe de jeunes recrues
provenant du site Abondance sur Broken Spur semble composé d’individus hybrides mais aussi
d’individus purement B. azoricus. Les deux premiers axes de I’ACP expliquent respectivement
63,6% et 6,1% de la variance observée au niveau des fréquences alléliques dans le jeu de
données. La séparation des deux espéces est entierement expliquée par le premier axe de
I’analyse tandis que 1’axe 2 semble expliquer des différences au sein des populations de B.
azoricus. L’ensemble des groupes d’individus issus des localités propres a B. azoricus se
superposent sur le premier axe. Les individus appartenant a B. puteoserpentis se distribuent de
fagcon moins homogéne avec une signature géographique beaucoup plus marquée, laissant
supposer un isolement par la distance. Selon leur position le long de 1’axe 1, il semble tres
probable que des individus échantillonnés a Snake Pit soit introgressés avec des alleles
azoricus. Les deux générations échantillonnées a Broken Spur (post-larves et adultes)
présentent des caractéristiques génétiques différentes : alors que les individus de grande taille
¢chantillonnés a la base des cheminées Saracen’s et Chandelier sont soit hybrides soit tres
proches de B. puteoserpentis, les jeunes recrues du site Abondance sont constituées d’hybrides

ou d’individus trés proches de B. azoricus.
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Figure 5.5 : Histogrammes des proportions de chaque fond génétique chez les Bathymodiolus de la dorsale
médio-Atlantique sur la base des 1800 locus communs obtenus avec STRUCTURE, représenté ici pour K=2
(valeur de K la plus probable apres le test d’Evanno (Evanno et al., 2005), log(likelihood)=-96355.007). (LS-
ET : Lucky Strike, site Eiffel Tower, LS-MS : Lucky Strike, site Montségur). Les valeurs de K plus élevées
fournissent le méme résultat.
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L’analyse par le logiciel STRUCTURE 2.3.4 (Falush, Stephens, and Pritchard 2003;
Pritchard et al. 2000) permet d’assigner les individus échantillonnés a des entités
populationnelles définies a posteriori sous I’hypothése d’Hardy-Weinberg par une approche
Bayésienne. Chaque valeur de K (nombre estimé de groupes génétiques, allant de 2 a 9) a été
simulée 30 fois, un nombre de 150 000 itérations de la chaine de Monte Carlo Markov (MCMC)
a éte executé apres avoir éliminé les 50 000 itérations initiales (burn-in) et la valeur de K retenue
étant celle qui présent la plus forte valeur du log de vraisemblance (Evanno, Regnaut, and
Goudet 2005). Un modeéle permettant le mélange des 2 « pools » génétiques selon les
fréquences alléliques des individus (admixture) a été appliqué en utilisant les informations a
priori sur l'origine des échantillons. Les résultats de cette analyse confirment les résultats
fournis par ’ACP quant a la séparation des espéces B. azoricus et B. puteoserpentis avec 2
fonds genétiques identifiables seulement. L’augmentation du nombre de classes ne permet pas
de distinguer un troisieme fond génétique. Les populations de B. azoricus forment un ensemble
tres homogene tandis que plusieurs individus B. puteoserpentis sont introgresses par des alléles
azoricus sur les sites Snake Pit et Logatchev. Un total de 16 individus présente des marques
d’introgression par des alléles azoricus sur un fond génétique assigné a B. puteoserpentis. Au
site Broken Spur, 3 jeunes recrues récoltés sur le site Abondance sont assignés a 100% a B.
azoricus et pourraient constituer des migrants de premiére génération. En échantillonnant la
zone d’hybridation, nous avons mesuré chaque individu sur 5 critéres morphométriques de la
coquille notamment dans le but de tester si 1’équation canonique associant ces criteres permet
bien d’assigner I’individu aux espéces B. azoricus et B. puteoserpentis (Maas et al. 1999). Les
premiers résultats de cette étude encore en cours montrent que la validité de 1’assignation
dépend largement de la taille de I’animal et n’est pas adaptée aux individus les plus jeunes
(Figure 5.6). Contrairement aux études précédentes sur la zone d’hybridation (O’Mullan et al.,
2001, Won et al., 2003, Breusing et al., 2017) qui n’avaient pu montrer de fagon claire un
mélange des types parentaux, notre étude montre que le site Broken Spur constitue une zone de
rencontre entre des migrants issus des 2 types parentaux. Néanmoins nos resultats semblent
confirmer 1’absence d’hybrides F1 avec une forte proportion d’individus F2-4. Cependant, cette
structure hybrides/parents semble étre trés différente entre les jeunes recrues et les adultes de
grande taille indiquant ainsi que I’intensité du flux de geénes et sa direction pourraient étre
variables dans le temps, ou qu’il existe une trés forte sélection des individus porteurs d’alleles

azoricus par I’environnement ou la profondeur du site.
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Figure 5.6 : Mesures de la longueur de la coquilles (en mm) des individus échantillonnés (numérotés 1 a 9
dans chaque site d’échantillonnage) a Broken Spur lors de la campagne TRANSECT 2018

Les résultats de I’analyse STRUCTURE nous ont aussi permis de tester la validité du
marqueur SAHH pour différencier les especes. Globalement les résultats sont concordants, mais
il demeure difficile d’assigner les individus hybrides/introgressés sur la base du géne SAHH.
Dans notre cas, les profils de restriction ont tendance & sous-évaluer le nombre d’individus
introgressés et sur-évaluer le nombre d’individus apparentés au type parental puteoserpentis.
Cela indiquerait que les individus hybrides ou introgressés garderaient préférentiellement le
génotype homozygote puteoserpentis au gene SAHH. Cela reste cependant un marqueur
efficace et peu colteux pour trier un large nombre d’échantillons pour la détection d’hybrides

avant la construction de banques ddRAD.

Assignation STRUCTURE (données RAD)  B. azoricus Hybride B. puteoserpentis
Assignation SAHH

B. azoricus 2 4 5

Hybride 0 7 6

B. puteoserpentis 0 3 11

B. azoricus rare 1 1 2

B. puteoserpentis rare 0 0 2

Tableau 5.1 : Comparaison entre les assignations d’espéce données par STRUCTURE 2.3.4 et celles
fournies par les profils de digestion du gene SAHH sur les individus de Broken Spur et Snake Pit. Les cases
en verts montrent les cases ou les deux assignations sont concordantes ainsi que 1’effectif d’individus assignés
de cette facon.
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Dans la suite de ce travail, nous avons cherché a aligner les lectures (contig R1-R2) de
chaque individu sur le génome incomplet et fragmenté de B. azoricus afin d’identifier les zones
perméables aux flux de génes ainsi que les locus impliqués dans I’introgression d’alleles. Nous
nous sommes heurtés une nouvelle fois au probléme de I’assemblage du génome de B. azoricus.
Le positionnement des lectures sur le génome a été effectué par le logiciel Bowtie2 en ligne de
commande. On sait que le génome assemblé de B. azoricus couvre 50% du genome réel,
pourtant les taux d’alignement des lectures n’excedent pas 35% en ne positionnant que les
individus B. azoricus. Nous avons sélectionné les individus ayant le meilleur taux d’alignement
et de réduire notre jeu de données a un nombre plus restreint d’individus incluant cependant
tous les hybrides. Nous avons ensuite utilisé le pipeline ref map de Stacks afin d’obtenir la
position de chaque locus commun dans la construction du catalogue des locus partagés entre
individus. Sur la base de I’assignation STRUCTURE, nous avons séparés les individus en 3
catégories : B. azoricus, B. puteoserpentis, et individus hybrides/introgresssés pour les
comparer deux a deux afin d’identifier les zones du génome imperméables aux flux de génes
entre les 2 espéces et les zones introgressées le long du génome. Suite a la réduction du nombre
d’individus analysés, le jeu de données est passe a 20 402 locus correspondant a 83 374 SNPs.
Malgré cette trés nette augmentation du nombre de locus partagés, la couverture en locus par
scaffold reste ridiculement basse (maximum = 12 locus par scaffold) pour un nombre de
scaffolds de grande taille (>100,000 bp) tres limité. Ce nombre tres faible de locus par scaffold
ne nous a donc pas permis d’initier une recherche de zones du génome présentant des valeurs
de différenciation significativement plus élevees (Fst outliers) qui marqueraient la semi-
perméabilité du génome en utilisant la méthode HMM développée par Hofer et al. (2012).

Pour s’affranchir du positionnement des locus, nous avons réalisé a 1’aide de Genepop
une estimation de la différenciation génétique a chaque locus (a partir de 1’estimateur 6 du Fst
de (Weir and Cockerham 1984) entre les 3 paires d’ensembles d’individus : B. azoricus, B.
puteoserpentis et hybrides. Les valeurs de Fst montrent bien que les hybrides sont plus proches
de B. puteoserpentis puisque le Fst entre les individus des 2 types parentaux est en moyenne de
0,0327, celui entre B. azoricus et les hybrides de 0,0177, et celui entre B. puteoserpentis et les
hybrides de 0,0079. Le Fst correspond a un index de fixation des alléles entre populations : dans
le cas d’un locus bi-allélique, sa valeur atteint 1 lorsque les 2 alléles sont fixés dans chacune
des 2 populations. En comparant les valeurs de Fst calculées pour chaque locus entre les 3
catégories d’individus nous cherchions a identifier quelle est la proportion de locus impliqués
dans la divergence B. azoricus et B. puteoserpentis, et quelle est la proportion des locus

introgresses dans 1’une ou I’autre espéce, et dans quelle mesure certaines introgressions
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Fst B. azoricus / hybrides

d’alleles sont-elles adaptatives (dans notre cas des locus d’une espéce présentant uniquement
(ou une majorité) d’alleles en provenance de 1’autre espéce, sachant que la proportion attendue
d’alleles introgressés dans des individus F2-4 ou issus de croisements en ‘backcross’ est

inférieure a 25%).
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Figure 5.7 : Biplots des valeurs de Fst calculées entre (A) B. azoricus et B. puteoserpentis, d'une part et B.
azoricus et les individus hybrides, d’autre part et, (B) B. azoricus B. puteoserpentis, d’une part et B.
puteoserpentis et les individus hybrides, d’autre part.

Dans le cas de la confrontation des valeurs de Fst calculées entre B. azoricus et B.
puteoserpentis d’une part, et B. azoricus et les individus hybrides d’autre part, on constate
premiérement que la majorité des locus ne participent a la différenciation génétique des 2
especes dans aucune des paires comparées (Figure 5.7A), suggérant qu’une bonne partie du
génome reste perméable entre les espéces ou n’a pas encore eu le temps de se différencier. Dans
la comparaison B. azoricus/hybrides (Figure 5.7B), on constate que la majorité des locus
impliqués dans la différenciation entre especes sont trés légerement introgressés chez les
hybrides. La grande majorité des locus diagnostiques (présentant des valeurs élevées de Fst)
sont donc situés dans des zones qui résistent a la recombinaison lors de 1’hybridation et aux
flux de genes entre especes. Néanmoins, dans ce méme graphe nous observons également une
proportion non-négligeable de locus diagnostiques entre especes avec un Fst nul entre azoricus
et les hybrides laissant penser qu’a ces locus, la fréquence de 1’alléle azoricus est de 100%. Les

individus « hybrides/introgressés » présentant un fond génétique puteoserpentis, cette
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introgression massive d’all¢les azoricus sur une centaine de locus pourrait s’apparenter a de
I’introgression adaptive conférant un avantage aux individus puteoserpentis introgressés par
rapport aux types parentaux dans I’environnement spécifique de Broken Spur (site profond mais
a fluides d’origine basaltique). Plus bizarrement, un certain nombre de locus non-différenciés
entre especes presentent une forte différenciation entre azoricus et les hybrides. Cette
différenciation non attendue pourrait indiquer que la population de B. azoricus a I’origine de
I’introgression d’all¢les ne correspond pas a celles échantillonnées sur le point triple des
Acgores, accréditant I’hypothése de Breusing et al. (2016) sur I’existence de populations
‘fantdmes’, géographiquement différenciées. A I’inverse, dans la comparaison
puteoserpentis/hybrides, un nombre extrémement réduit de locus diagnostiques entre especes
présentent une valeur de Fst significativement plus élevée entre puteoserpentis et les hybrides
en adéquation avec le fond génétique puteoserpentis des hybrides. Néanmoins les locus
impliqués dans la différenciation puteoserpentis/hybrides sont quasi-tous associés a 1’apport
d’alleles issus d’azoricus. La comparaison des deux graphes montre donc un résultat clair : la
majorité des locus diagnostiques entre les deux espéces ne sont que trés peu impliques dans la
différenciation entre B. puteoserpentis et les individus hybrides. Cela conforte notre hypothese
que le flux de génes entre B. azoricus et B. puteoserpentis est fortement asymétrique et que les
individus ayant colonisés les sites Broken Spur, Snake Pit et Logatchev sont tous associés a
I’espéce B. puteoserpentis plus ou moins introgressée par des alléles azoricus issus d’une
population géographiquement isolée des populations du point triple des Acores. Cependant,
aucun hybride ayant un fond génétique majoritairement azoricus n’a été identifié¢ dans notre jeu
de données, suggérant une forte contre-sélection des individus présentant un fond génétique
azoricus.

Ainsi, la zone s’étendant potentiellement de Broken Spur jusqu’a Snake Pit voire
Logatchev est une zone potentiellement influencée par ’arrivée d’alléles azoricus, soit a travers
I’arrivée de migrants issus des populations de B. azoricus, soit a travers le croisement des
hybrides F2-4 produits a Broken spur avec le type parental puteoserpentis. Cette zone plus
¢tendue d’hybridation potentielle s’oppose a la vision d’une zone de tension a Broken Spur
développé par Won et al. (2003) mais conforte les hypotheses émises par Faure et al. (2009) et
Breusing et al. (2017) sur la possibilité d’échanges sporadiques entre les populations des 2

especes dans le temps et I’espace.
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Figure 5.8 : Structure génétique des populations de B. azoricus, et des individus migrants retrouvés a Broken
Spur sur la base de 20 402 locus analysés par analyse discriminante des composantes principales (DAPC)
dont I’axe 1 explique 6,5% de la variance et 'axe 2 explique 4,1% de la variance.

En utilisant les individus B. azoricus retrouvés sur le site Abondance de Broken Spur,
nous avons cherché a retrouver leur population d’origine sur les champs hydrothermaux du
point triple des Acores sur la base de leur composition allélique. Or il apparait clairement que
ces 3 individus, bien qu’assignés par STRUCTURE a I’espéce B. azoricus, portent une
signature allélique qui leur est propre (Figure 5.8). lls ne proviennent donc pas des mouliéres
échantillonnées sur les zones Rainbow, Lucky Strike et Menez Gwen. Ce résultat renforce donc
les résultats précédents sur la composition génétique des hybrides et fait écho aux travaux de
Breusing et al. (2016) qui ont modélisé le flux de génes entre les populations B. puteoserpentis
et B. azoricus sur la base de marqueurs SNP et microsatellites et conclu a I’existence de sites
hydrothermaux encore non-découverts dits « fantdmes » pouvant servir de points relais pour

assurer la dispersion longue distance entre les sites.
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ANNEXES DU CHAPITRE 2

Structuration genomique de la divergence dans
les stades precoces et tardifs de la spéciation au
sein des vers hydrothermaux thermophiles
Alvinella
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Alvinella pompejana Alvinella Pompejana  Alvinella caudata

North South North
genomic assembly Genome Transcriptome Transcriptome
number of sequences 3045 1585 20315
N50 138097 792 1040
length max 700085 3647 12870
length mean 86788 735 688
length median 52583 720 439
length min 13992 100 150
number of N 6391881 26785 10494
number of bp 264270312 11666343 13993994
number of bp without
N 257878431 11639558 13983500
%GC 42.1 44.0 43.9

Supplementary table 2.1: metrics of genome and transcriptome assemblies of
Alvinella pompeja North, Alvinella pompejana South, Alvinella caudata North
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Supplementary Figure 1 : Transition transversion rates between Alvinella
species
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GenelD ScaffoldID div.t  dNdS dN SDAN  dS SDAS  %ID prot  annotation

TERA02146-

6213 opera_scaffold_104  0.786 0.0209 0.0205 0.0119 0.9832 0.4078 96.97 PREDICTED: tubulin alpha-1 chain-like [Saccoglossus kowalevskii]
TERAQ2357- similar to Drosophila melanogaster alphaTub84B. partial [Drosophila
5279 opera_scaffold_104  1.2324 0.0126 0.0244 0.0074 1.9277 0.5577 97.92 yakuba]

TERA08056-

5978 opera_scaffold_104  0.54 0.0208 0.0171 0.0108 0.8201 0.3611 98.39 tubulin alpha-1C chain [Cricetulus griseus]

TERA03026-

6994 opera_scaffold_104  1.1033 0.0225 0.0346 0.0081 1.5413 0.2981 96.15 tubulin alpha-3 chain [Sus scrofa]

TERA08056- tubulin alpha-1C chain-like isoform X2 [Strongylocentrotus

5622 opera_scaffold_1313 0.4982 0.0096 0.0099 0.0099 1.0325 0.757 100 purpuratus]

TERA03098-

8375 opera_scaffold_2011 1.2923 0.0074 0.0178 0.0126 2.4057 7.5638 100 alpha tubulin. partial [Notothenia coriiceps]

TERA03098-

3750 opera_scaffold_2591 0.3834 0.056 0.035 0.0166 0.6261 0.2886 98.08 alpha tubulin. partial [Adineta vaga]

TERAQOQ768- PREDICTED: tubulin alpha-1A chain-like. partial [Biomphalaria

3599 opera_scaffold_2591 1.0862 0.0126 0.0209 0.0052 1.6521 0.2928 98.82 glabrata]

TERA02077-

6689 opera_scaffold_2923 0.5373 0.0129 0.009 0.0064 0.6959 0.1847 97.98 beta tubulin [Acanthastrea echinata]

TERA03098-

3744 opera_scaffold_311 0.9812 0.0117 0.0185 0.0055 1.5764 0.311 96.56 PREDICTED: tubulin alpha-1C chain-like. partial [Pundamilia nyererei]
TERAQ02357- similar to Drosophila melanogaster alphaTub84B. partial [Drosophila
5273 opera_scaffold_311  0.5895 0.0232 0.0165 0.0063 0.7109 0.1266 97.93 yakuba]

TERA02352-

515 opera_scaffold_768  0.8477 0.0349 0.0311 0.0111 0.8892 0.2354 100 alpha-tubulin [Mytilus edulis]

TERA03098-

3296 opera_scaffold_768  2.0955 0.0069 0.0255 0.0065 3.6983 5.1326 96.83 PREDICTED: tubulin alpha-1C chain-like. partial [Pundamilia nyererei]
TERA02032-

6794 opera_scaffold_768  0.9983 0.0151 0.0222 0.0074 1.4673 0.6224 97.71 PREDICTED: tubulin alpha-1D chain-like [Falco cherrug]

Supplementary table 2.2: genes associated with high evolutionary rates between A. pompejana North and South
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ANNEXES DU CHAPITRE 3

Role de ’isolement géographique et des
gradients environnementaux dans la spéciation
du complexe d’espéces de modioles
hydrothermales Bathymodiolus
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Data type
Sequencing
Assembly

Number of sequences

Number of bp
GC %

N50

Length max
length median
Source

Supplementary Table 3.1: metrics of genome and transcriptome assemblies of B.

B.Azoricus B.puteoserpentis B.sp.nov 5°S
Genome Transcriptome Transcriptome
lllumina mate pair lllumina paired-end lllumina paired-end
Opera Trinity Trinity
3089
134 384 132 632
382 698 228 130 370673 137 543 597
33.4 34,4 34,5
125957 1712 1774
492 515 30 024 35132
107 716 515 589
OIST/SBR GEOMAR GEOMAR

azoricus, B. puteoserpentis, B. sp. 5°S
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ANNEXES DU CHAPITRE 5

Conclusion générale et perpectives
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Individu Popmap  Site echantillonnage SAI'??SLIJgg?PJOF\?E Assé'%g?_tllon
1 Bathyl2 1 MenezGwen2 B. azoricus NA
1 Bathyll 1 MenezGwen2 B. azoricus NA
1 Bathyl0 1 MenezGwen2 B. azoricus NA
1 Bathyl3 1 MenezGwen2 B. azoricus NA
1 Bathyl4d 1 MenezGwen2 B. azoricus NA
1 Bathyl6 1 MenezGwen2 B. azoricus NA
1 Bathyl7 1 MenezGwen2 B. azoricus NA
1 Bathy18 1 MenezGwen2 B. azoricus NA
1 Bathy20 1 MenezGwen2 B. azoricus NA
1 Bathy21 1 MenezGwen2 B. azoricus NA
1 Bathy22 1 MenezGwen2 B. azoricus NA
1 Bathy23 1 MenezGwen2 B. azoricus NA
1 Bathy24 1 MenezGwen2 B. azoricus NA
2 Bathy12 1 MenezGwen4 B. azoricus NA

B. azoricus +
2 Bathyll 1 MenezGwen4 intro NA
B. azoricus +

2 Bathy10 1 MenezGwen4 intro NA

2_Bathy9 1 MenezGwen4 B. azoricus NA
2_Bathy13 1 MenezGwen4 B. azoricus NA
2 Bathyl4 1 MenezGwen4 B. azoricus NA
2_Bathy15 1 MenezGwen4 B. azoricus NA
2_Bathy16 1 MenezGwen4 B. azoricus NA
2_Bathyl7 1 MenezGwen4 B. azoricus NA
2 Bathy18 1 MenezGwen4 B. azoricus NA
2_Bathy19 1 MenezGwen4 B. azoricus NA
2_Bathy20 1 MenezGwen4 B. azoricus NA
2 _Bathy21 1 MenezGwen4 B. azoricus NA
2_Bathy22 1 MenezGwen4 B. azoricus NA
2_Bathy23 1 MenezGwen4 B. azoricus NA
2 Bathy24 1 MenezGwen2 B. azoricus NA
3 Bathy12 2 LuckyStrike(EiffelTower) B. azoricus NA
3 Bathyll 2 LuckyStrike(EiffelTower) B. azoricus NA
3 Bathy10 2 LuckyStrike(EiffelTower) B. azoricus NA

3_Bathy9 2 LuckyStrike(EiffelTower) B. azoricus NA
3 _Bathy13 2 LuckyStrike(EiffelTower) B. azoricus NA
3 Bathyl4 2 LuckyStrike(EiffelTower) B. azoricus NA
3_Bathy15 2 LuckyStrike(EiffelTower) B. azoricus NA
3 _Bathy16 2 LuckyStrike(EiffelTower) B. azoricus NA
3 Bathyl7 2 LuckyStrike(EiffelTower) B. azoricus NA
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Individu Popmap  Site echantillonnage SAI'SSLI?Q'?{IJOR?E Aszg\r'&a;_tllon
3 Bathy18 2 LuckyStrike(EiffelTower) B. azoricus NA
3 _Bathy19 2 LuckyStrike(EiffelTower) B. azoricus NA
3_Bathy20 2 LuckyStrike(EiffelTower) B. azoricus NA
3 Bathy21 2 LuckyStrike(EiffelTower) B. azoricus NA
3 _Bathy22 2 LuckyStrike(EiffelTower) B. azoricus NA
3_Bathy23 2 LuckyStrike(EiffelTower) B. azoricus NA
3 Bathy24 2 LuckyStrike(EiffelTower) B. azoricus NA
4 Bathyl12 3 LuckyStrike(MontSegur) B. azoricus NA
4 Bathyl1l 3 LuckyStrike(MontSegur) B. azoricus NA
4 Bathyl0 3 LuckyStrike(MontSegur) B. azoricus NA
4 Bathyl13 3 LuckyStrike(MontSegur) B. azoricus NA
4 Bathyl4 3 LuckyStrike(MontSegur) B. azoricus NA
4 Bathyl5 3 LuckyStrike(MontSegur) B. azoricus NA
4 Bathyl6 3 LuckyStrike(MontSegur) B. azoricus NA
4 Bathyl17 3 LuckyStrike(MontSegur) B. azoricus NA
4 Bathyl18 3 LuckyStrike(MontSegur) B. azoricus NA
4 Bathy19 3 LuckyStrike(MontSegur) B. azoricus NA
4 Bathy20 3 LuckyStrike(MontSegur) B. azoricus NA
4 Bathy22 3 LuckyStrike(MontSegur) B. azoricus NA
4 Bathy23 3 LuckyStrike(MontSegur) B. azoricus NA
4 Bathy24 3 LuckyStrike(MontSegur) B. azoricus NA
5 Bathyl12 4 Rainbow(Thermitiere) B. azoricus NA
5 Bathyll 4 Rainbow(Thermitiere) B. azoricus NA
5 Bathyl0 4 Rainbow(Thermitiere) B. azoricus NA

5 Bathy9 4 Rainbow(Thermitiere) B. azoricus NA
5 Bathyl13 4 Rainbow(Thermitiere) B. azoricus NA
5 Bathyl4 4 Rainbow(Thermitiere) B. azoricus NA
5 Bathyl15 4 Rainbow(Thermitiere) B. azoricus NA
5 Bathyl6 4 Rainbow(Thermitiere) B. azoricus NA
5 Bathyl7 4 Rainbow(Thermitiere) B. azoricus NA
5 Bathy18 4 Rainbow(Thermitiere) B. azoricus NA
5 Bathy19 4 Rainbow(Thermitiere) B. azoricus NA
5 Bathy20 4 Rainbow(Thermitiere) B. azoricus NA
5 Bathy21 4 Rainbow(Thermitiere) B. azoricus NA
5 Bathy22 4 Rainbow(Thermitiere) B. azoricus NA
5 Bathy23 4 Rainbow(Thermitiere) B. azoricus NA
5 Bathy24 4 Rainbow(Thermitiere) B. azoricus NA
Bathy Bicose 2 _M41 pl- B.
24 8 shake pit Elan  puteoserpentis NA
B.
Bathy Bicose 2 M44 P1-8 8 snake pit Elan  puteoserpentis NA
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- , : Assignation Assignation
Individu Popmap  Site echantillonnage STRUCTURE SAAH

6_Bathyl2 4 Rainbow(intermediate) B. azoricus NA

6_Bathyll 4 Rainbow(intermediate) B. azoricus NA

6_Bathy10 4 Rainbow(intermediate) B. azoricus NA

6_Bathy13 4 Rainbow(intermediate) B. azoricus NA

6_Bathyl4 4 Rainbow(intermediate) B. azoricus NA

6_Bathy16 4 Rainbow(intermediate) B. azoricus NA

6_Bathyl7 4 Rainbow(intermediate) B. azoricus NA

6_Bathy18 4 Rainbow(intermediate) B. azoricus NA

6_Bathy19 4 Rainbow(intermediate) B. azoricus NA

6_Bathy20 4 Rainbow(intermediate) B. azoricus NA

6_Bathy21 4 Rainbow(intermediate) B. azoricus NA

6_Bathy22 4 Rainbow(intermediate) B. azoricus NA

6_Bathy24 4 Rainbow(intermediate) B. azoricus NA
B.

7_Bathy12 9 Logatchev  puteoserpentis NA
B.

7_Bathyll 9 Logatchev  puteoserpentis NA
B.

7_Bathyl10 9 Logatchev  puteoserpentis NA

7_Bathy9 9 Logatchev B. put + intro NA
B.

7_Bathyl13 9 Logatchev  puteoserpentis NA
B.

7_Bathyl4 9 Logatchev  puteoserpentis NA
B.

7_Bathy15 9 Logatchev  puteoserpentis NA
B.

7_Bathyl6 9 Logatchev  puteoserpentis NA
B.

7_Bathyl7 9 Logatchev  puteoserpentis NA
B.

7_Bathy18 9 Logatchev  puteoserpentis NA
B.

7_Bathy19 9 Logatchev  puteoserpentis NA
B.

7_Bathy20 9 Logatchev  puteoserpentis NA
B.

7_Bathy21 9 Logatchev  puteoserpentis NA
B.

7_Bathy22 9 Logatchev  puteoserpentis NA
B.

7 _Bathy24 9 Logatchev  puteoserpentis NA
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Individu S_ite Assignation Assignation
echantillonnage STRUCTURE SAAH

Bathy Bicosel 107_P1-15 snake pit Elan puteoserpent?é Puteo rare
Bathy Bicosel 20 P1-21 snake pit Elan B. put + intro Hybride
Bathy Bicosel 25 P1-2 shake pit Elan puteoserpen':?é Puteo
Bathy Bicosel 27 P1-3 snake pit Elan puteoserpent?é Puteo
Bathy Bicosel 31 P1-22 snake pit Elan puteoserpen':?é Puteo
Bathy Bicosel 37 P1-2 snake pit Elan puteoserpen':?é Puteo
Bathy Bicosel 41 P1-3 snhake pit Elan puteoserpent?s. Hybride
Bathy Bicosel 51 P1-4 shake pit Elan B. put + intro Azoricus
Bathy Bicosel 55 P1-5 snake pit Elan puteoserpentIiBS: Azoricus
Bathy Bicosel 56 _P1-6 shake pit Elan puteoserpent?s. Azoricus
Bathy Bicosel 6 P1-25 shake pit Elan puteoserpen':?SI Puteo rare
Bathy Bicosel 61 P1-7 snake pit Elan puteoserpentlisé Hybride
Bathy Bicosel 65 P1-4 snake pit Elan puteoserpen':?é Azoricus
Bathy Bicosel 66 P1-8 snhake pit Elan puteoserpen':?SI Hybride
Bathy Bicosel 69 P1-9 snhake pit Elan puteoserpent?é Puteo
Bathy Bicosel 71 P1-5 snhake pit Elan puteoserpen':-i%s. Puteo
Bathy Bicosel 74 P1-6 snhake pit Elan puteoserpentIiBS: Rare Azo
Bathy Bicosel 75 P1-10 snake pit Elan puteoserpent?s. Azoricus
Bathy Bicosel 78 P1-23 shake pit Elan B. put + intro Rare Azo
Bathy Bicosel 8 P1-25 snake pit Elan puteoserpentIiBé Hybride
Bathy Bicosel 82 P1-11 shake pit Elan B. put + intro Hybride
Bathy Bicosel 85 P1-7 shake pit Elan puteoserpen':i3§ Hybride
Bathy Bicosel 86 P1-26 snake pit Elan puteoserpentIiBS: Azoricus
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B.
Bathy Bicosel 88 P1-13 7 snake pit Elan  puteoserpentis Rare Azo

Bathy Bicosel 90 P1-14 7 snake pit Elan B. put + intro Hybride
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Assignation

Assignation

Individu Popmap  Site echantillonnage STRUCTURE SAAH
B.
Bathy Transect 220 P1-16 5 Broken spur (Saracent's) puteoserpentis Puteo
B.
Bathy Transect 221 P1-17 5 Broken spur (Saracent's) puteoserpentis Puteo
Bathy Transect 222-2 P1-
18 5 Broken spur (Saracent's) B. put + intro Azoricus
Bathy Transect 223-2 P1- B.
19 5 Broken spur (Saracent's) puteoserpentis Puteo
Bathy_ Transect 224-2 P1- B.
20 5 Broken spur (Saracent's) puteoserpentis Hybride
Bathy Transect 226-2 P1- B.
21 5 Broken spur (Saracent's) puteoserpentis Puteo
Bathy Transect 227-2 P1-
9 5 Broken spur (Saracent's) B. put + intro Puteo
Bathy_ Transect 228-2 P1-
22 5 Broken spur (Saracent's) B. put + intro Puteo
Broken Spur
Bathy Transect 230 P1-10 6 (Abondance) MIGRANTAZO Azoricus
Broken Spur
Bathy Transect 231 P1-11 6 (Abondance) B. put + intro Hybride
Broken Spur
Bathy Transect 232 P1-23 6 (Abondance) B. put + intro Hybride
Broken Spur
Bathy Transect 233 P1-26 6 (Abondance) MIGRANTAZO Rare Azo
Broken Spur
Bathy Transect 234 pl-24 6 (Abondance) B. put + intro Hybride
Broken Spur
Bathy Transect 235 P1-13 6 (Abondance) B. put + intro Puteo
Broken Spur
Bathy Transect 236 P1-14 6 (Abondance) MIGRANTAZO Azoricus
Broken Spur
Bathy Transect 237 P1-15 6 (Abondance) B. put + intro Azoricus
Broken Spur
Bathy Transect 238 P1-16 6 (Abondance) B. put + intro NA
Broken Spur
Bathy Transect 240 P1-17 5 (Chandelier) NA Puteo
Broken Spur
Bathy Transect 242 P1-18 5 (Chandelier) B. put + intro Hybride
Broken Spur B.
Bathy Transect 243 P1-19 5 (Chandelier)  puteoserpentis Puteo
Broken Spur Lucky
Bathy Transect 244 P1-20 5 (Chandelier) B. put + intro Strike

Tableau supplémentaire 5.1 : individus échantillonnés au sein de chaque

population de B. azoricus et B. puteoserpentis le long de la dorsale médio-

Atlantique
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Influence du mode de spéciation sur ’architecture des génomes et la diversité des
éléments transposables chez les bivalves et les annélides hydrothermaux

Résumé

La spéciation est un processus évolutif conduisant a la formation de nouvelles espéces par 1’établissement
de barrieres a la reproduction entre populations. Par I’étude et la cartographie des génes impliqués dans la spéciation,
nous avons caractérisé si I’architecture des divergences synonyme et non-synonyme des genes reflétait le mode de
spéciation pour 2 complexes d’espéces hydrothermales. Pour les annélides du genre Alvinella (allopatrie), la barriére
Equatoriale de la dorsale Est-Pacifique limitant le flux génique entre populations a joué un role sur I’émergence de
barrieres a la reproduction renforcées par de I’adaptation locale aux communautés microbiennes. 3 espéces de moules
atlantiques du genre Bathymodiolus vivent dans des habitats différant par la profondeur, la composition chimique du
fluide et les communautés microbiennes (parapatrie). Les pressions de sélection liées a 1’adaptation locale semblent
a Porigine des verrous génomiques contrant le flux génique. L’isolement est favorisé par 1’éloignement spatial des
populations remises en contact localement aboutissant a de 1’introgression adaptative. Les éléments transposables
impactent aussi 1’architecture génomique. Nous avons étudié les rétrotransposons & LTR chez les annélides et
mollusques. Les différentes superfamilles suivent des stratégies évolutives distinctes : éléments Gypsy grand nombre
de copies diversifiées (théorie de la Reine Rouge), Copia rares et dominés par 3 clades (Domino Day spreading
model), BEL/Pao intermédiaires. Leur role pourrait &tre négligeable dans la spéciation chez Alvinella (peu d’ETs) il
n’en est pas de méme chez Bathymodiolus dont le génome serait composé a 50% d’ETs.

Mots-clés : Spéciation ; Divergence ; Tlots génomiques ; Adaptation ; Eléments transposables ; Bathymodiolus ;
Alvinella ; allopatrie ; parapatrie ; milieu hydrothermal

Influence of the speciation mode on the genome architecture and on the diversity
of transposable elements in bivalves and annelids from hydrothermal vents

Summary

Speciation is an evolutionary process leading to the emergence of new species through the establishment
of reproductive barriers between populations. By studying and mapping the genes involved in speciation, we
investigated if the architecture of synonym and non-synonym gene divergences could reflect the on-going mode of
speciation of two sets of hydrothermal species. For the polychaetes of the genus Alvinella (allopatry), the Equatorial
barrier from the East Pacific Rise limiting gene flow between populations plays a role in the emergence of
reproductive barriers reinforced by local adaptation related to the symbiotic interactions with the local microbial
communities of the vents. 3 species of Atlantic deep-sea mussels of the genus Bathymodiolus live in environments
of varying depths, fluid chemical composition and microbial communities. The selective pressures due to local
adaptation were likely at the origin of the first genomic barriers countering gene flow. Isolation was also favored by
spatial distance with local secondary contacts which in turn allowed adaptive introgressions. Transposable elements
also impact the architecture of genomes. We studied LTR retrotransposons within the annelid and mollusc genomes.
The 3 superfamilies follow distinct evolutionary dynamic strategies: Gypsy elements very diversified with numerous
copies (Red Queen dynamics), Copia are rarer and dominated by 3 clades (Domino Days spreading model), BEL/Pao
in intermediate position. If their role was probably negligible in the speciation in the Alvinella system (very few
mobile elements) this is probably not true in the Bathymodiolus system as TEs make up for roughly 50% of their
genomes.

Keywords : Speciation ; Divergence ; Genomic islands ; Adaptation ; Transposable elements ; Bathymodiolus ;
Alvinella ; Allopaty ; Parapatry, ; Hydrothermal vents
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