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Titre : Evolution de la thermophilie au sein de la lignée des annélides polychaetes
Alvinellidae.

Mots clefs : thermophilie; sources hydrothermales; Alvinellidae ; Evolution moléculaire;
ASR; Biologie structurelle

Résumé : Les Alvinellidae (annélides polychetes terebellides) constituent une famille d’es-
péces endémiques des sources hydrothermales profondes, dispersées entre 'océan Pacifique
et Indien. Depuis leur découverte avec 'espece emblématique Alvinella pompejana, le ver de
Pompéi, ces animaux ont suscité I'intérét de la communauté scientifique. En effet, si les sources
hydrothermales constituent des environnements réputés extrémes (gradients de température,
absence de photosyntheése, anoxie du milieu, présence de divers métaux et sulfides issus de la
percolation du fluide hydrothermale dans la crotite basaltique, pH acide), les Alvinellidae sont
parvenus a coloniser des niches écologiques variées et montrent une grande diversité morpho-
logique, physiologique et génétique, inter et intra-espéces. Dans le cadre de cette thése, nous
nous sommes plus particuliérement intéressés aux adaptations permettant a ces vers de faire
face a des régimes thermiques contrastés. A. pompejana, par exemple, est thermophile, survivant
a des températures proches de 50°C. D’autres espéces en revanche, comme Paralvinella grasslei,
sont considérées psychrophiles, vivant a distance des cheminées hydrothermales a des tempé-
ratures entre 10 et 25°C. Plus spécifiquement, nous avons étudié I’acquisition de la thermophi-
lie/psychrophilie au cours de I’évolution de la lignée, en essayant de répondre a la question du
phénotype thermique de I'ancétre des Alvinellidae. Pour cela, nous avons établi la phylogénie
moléculaire des Alvinellidae, sur la base des données moléculaires transcriptomiques récupé-
rées pour onze des quatorze espéces de la famille au cours de plusieurs campagnes scientifiques.
Ce premier résultat améne a conclure a un ancétre datant de la fin du Crétacée (entre 60 et 90
millions d’années), déja présent dans les sources hydrothermales du Pacifique Est. La radia-
tion des Alvinellidae a cette époque a été rapide, en quelques millions d’années, aboutissant a
Papparition de plusieurs espéces présentant de forts taux de tri incomplet de lignée et d’intro-
gression interspécifique. Les résultats de cette phylogénie nous ont permis d’établir le modéle
permettant de construire des propositions statistiques de protéines appartenant aux ancétres
de la lignée. Trois protéines ont été choisies, a savoir la malate déshydrogénase cytosolique, la
superoxyde dismutase Cu/Zn et une hémoglobine intracellulaire, pour étre reconstruites, ex-
primées et expérimentalement caractérisées. En effet, pour des organismes ectothermes comme
les Alvinellidae, il est attendu que les protéines des espéeces thermophiles soient en moyenne
plus stables thermiquement que les protéines issues des espéces psychrophiles. Ces reconstruc-
tions ancestrales nous ont permis de conclure que 'ancétre de la lignée était un ver déja adapté
aux environnements chauds, et que la psychrophilie de certaines especes de la lignée est un
caractére dérivé acquis plus récemment. Enfin, dans une derniere partie, je me suis intéressé a
Poptimisation des modéles de reconstruction des séquences protéiques ancestrales. Ces modéles
sont basés sur la diversité des séquences contemporaines et leurs relations phylogénétiques. Jai
essayé d’implémenter ces approches en utilisant deux types d’informations supplémentaires :
celles liées aux événements d’insertions/délétions de séquence, et celles concernant I’évolution
de la structure secondaire des protéines et la variabilité temporelle des fréquences attendues
des résidus aux différentes positions des protéines. Je montre que l'introduction de ces deux
derniers types de paramétres dans les méthodes ASR est bénéfique et aboutit a des modéles
ayant de meilleures vraisemblances. Toutefois, 'optimisation de ces modéles, nécessairement
probabilistes, ne garantit pas un meilleur résultat pour 'expérimentateur, et les limites de ces
modeéeles a estimer I'incertitude des séquences ancestrales inférées sont discutées.
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Title : Evolution of thermophily in the Alvinellidae (Annelida : Polychaeta).

Keywords : Thermophily; Hydrothermal vents; Alvinellidae ; Molecular evolution; Struc-
tural biology

Abstract: The Alvinellidae (Annelida : Terebelliformiaterebellid) are a species family ende-
mic to deep hydrothermal vents from the Pacific and Indian Oceans. Since the discovery of the
emblematic species Alvinella pompejana, the Pompeii worm, these animals have aroused the
interest of the scientific community. Although hydrothermal vents are extreme environments
(strong temperature gradients, absence of photosynthesis, anoxy, presence of various metals
and sulphides due to the percolation of hydrothermal fluid into the basaltic crust, acid pH), the
Alvinellidae have managed to colonise a variety of ecological niches and show great morpho-
logical, physiological and genetic diversity, both between and within species. In this thesis, we
were notably interested in the adaptations that enable these worms to cope with contrasting
thermal regimes. A. pompejana, for example, is thermophilic, surviving at temperatures close to
50°C. Other species, however, such as Paralvinella grasslei, are psychrophilic, living further from
hydrothermal chimneys at temperatures between 10 and 25°C. More specifically, we studied the
acquisition of thermophilia/psychrophilia during the evolution of the lineage, in an attempt to
characterize the thermal phenotype of the ancestor of the Alvinellidae. To this end, we have es-
tablished the molecular phylogeny of the Alvinellidae, based on molecular transcriptomic data
recovered for eleven of the fourteen species in the family during several scientific campaigns.
This initial result points to an ancestor dating from the end of the Cretaceous (between 60 and
90 million years ago), already present in the hydrothermal vents of the eastern Pacific. The ra-
diation of the Alvinellidae was a quick event, within a few million years, resulting in several
species with high rates of incomplete lineage sorting and showing traces of high interspeci-
fic introgression. The results of this phylogeny enabled us to establish a model to construct
statistical proposals of proteins belonging to the ancestors of the lineage. Three proteins were
chosen, namley the cytosolic malate dehydrogenase, the Cu/Zn superoxide dismutase and an
intracellular hemoglobin, for reconstruction, expression and experimental characterisation. For
ectothermic organisms such as the Alvinellidae, proteins from thermophilic species are expec-
ted to be on average more stable at high temperatures compared to their counterparts from
psychrophilic species. These ancestral reconstructions allowed us to conclude that the ancestor
of the lineage was a worm that was already adapted to warm environments, and that psychro-
phily of modern-day alvinellid species is a derived character acquired more recently. Finally,
I looked at the optimisation of models for reconstructing ancestral protein sequences. These
models are based on the diversity of contemporary sequences and their phylogenetic relation-
ships. I tried to implement these approaches using two types of additional information : those
linked to sequence insertion/deletion events, and those regarding the evolution of secondary
structures of proteins and temporal variability of the expected frequencies of residues at dif-
ferent protein positions. I show that the introduction of these last two types of parameters into
ASR methods is beneficial and leads to models with better likelihoods. However, the optimi-
sation of these models, which are necessarily probabilistic, does not guarantee a better result
for the experimenter, and the limits of these models to estimate the uncertainty of the inferred
ancestral sequences are discussed.
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Chapitre I

Introduction

I.1 Les Alvinellidae, une famille de polychétes marins
endémiques des sources hydrothermales des océans

Pacifique et Indien

I.1.1 Le milieu hydrothermal, un environnement extréme et tres
fluctuant.

Les sources hydrothermales constituent des environnements hors du commun et ont
été découvertes au niveau de la faille des Galapagos grace au sous-marin Alvin en 1977
(P. LoNsDALE, 1977). Depuis lors, des centaines de sites hydrothermaux actifs ont été ré-
pertoriés (BEAULIEU et al., 2013), au niveau des bassins arriére-arc ou des failles médio-
océaniques. Situés entre 1000 et 4000 meétres de profondeur, ces systéemes sont différents
de par leur age (généralement de quelques millions d’années vs. plusieurs dizaines de mil-
lions d’années, Maria SETON et al., 2020; BOULART et al., 2022; ARTEMIEVA, 2023), mais
sont systématiquement caractérisés par la formation et le fonctionnement d’une chambre
magmatique quelques kilometres sous le plancher basaltique liés a la décompression du
plancher océanique (BARNES, 1991). La crotite sous-jacente fracturée, illustrée en figure 1.1,
permet la circulation d’eau de mer profonde qui, au contact des chambres, est expulsée
a des températures tres élevées (jusqu’a 400°C), devient acide (pH compris entre 2 et 4),
anoxique (réduction de O, par les sulfures et le Fe II) et riche en CO, (entre 3,5 et 6 mM),
chargée de sulfures d’hydrogene (concentration en H,S supérieure a 300 p M) et de métaux
(concentrations de plusieurs ordres de grandeur supérieurs aux conditions cotiéres et d’es-
tuaires) (LE Bris et Frangoise GaAILL, 2007 ; Stéphane HOURDEZ et JOLLIVET, 2020). Selon le
débit du fluide et son mélange sous la surface, les émissions peuvent étre soit diffuses et
lentes, étendues sur de grandes zones, soit concentrées et intenses (plusieurs metres par
seconde). Dans ce cas, le fluide se charge de métaux depuis la croite basaltique, et précipite
sous la forme de fumeurs noirs (cheminées hydrothermales), édifices de sulfures polymé-
talliques composés majoritairement de fer, sulfures de zinc et cuivre, selon la nature de la



roche basaltique (LE Bris et Frangoise GAILL, 2007). Le mélange de ce fluide avec ’eau des
fonds marins est chaotique dans le temps et ’espace, entrainant des variations importantes
des propriétés physico-chimiques de ’eau en quelques minutes et a quelques centimeétres
d’écart (LE Bris et Francoise GAILL, 2007 ; Stéphane HOURDEZ et JOLLIVET, 2020). En outre,
’activité volcanique et tectonique propre a ces milieux rend les sources tres éphémeres, et
certains sites peuvent apparaitre et étre détruits en quelques décennies (LE Bris et Frangoise
GAILL, 2007).
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FiGure 1.1 - Echanges entre I’eau de mer profonde et la crolite océanique au niveau d’une
dorsale océanique. L’eau de mer, froide, percole au sein des fractures de la crotite océanique
et se charge en divers éléments minéraux et métalliques (cuivre, zin, fer, souffre). L’eau,
anoxique et chauffée par les chambres magmatiques sous la dorsale, est ensuite émise au
niveau des sources hydrothermales. Illustration Capsule Graphik 2014.



Au contraire des plaines abyssales, les sources hydrothermales sont réputées pour abri-
ter une biomasse importante d’espéces chimiosynthétiques (HOURDEZ et WEBER, 2005) si-
tuées au dela de la zone photique ou la photosynthése est possible (200 premiers métres de
la colonne d’eau). Ces espéces sont considérées abondantes, mais faiblement diversifiées, ce
qui s’expliquerait par l'effet antagoniste entre des conditions extrémes (anoxie, concentra-
tion élevées en sulfures et métaux, gradients importants de température) et une production
primaire riche, basée sur 'oxydation de nutriments réduits (CH,, H,S) par des bactéries
chimiosynthétiques (TUNNICLIFFE, JUNIPER et SIBUET, 2003). Ainsi, 95% des espéces des
sources hydrothermales sont endémiques de ces milieux extrémes.

Preuve des conditions extrémes rencontrées par certains organismes au niveau des
sources hydrothermales, certains procaryotes décrits au niveau des fumeurs noirs peuvent
croitre a des températures jusqu’a 122°C, ce qui les classe parmi les organismes les plus
thermophiles décrits a ce jour (Takar et al., 2008). Concernant les animaux, toutefois, la
plupart des espéces des sources (gastéropodes, moules, vers) vivent a proximité des émis-
sions de fluide chaud et préférent des températures relativement faibles entre 5 et 15°C
(Ravaux et al., 2013), le gradient thermique entre fluide chaud et eau de fond froide étant
de lordre du décameétre. Certaines especes peuvent méme étre considérées comme vérita-
blement froides sténothermes, dites psychrophiles, évoluant a des températures inférieures
a 4°C. L’étude enzymatique de la malate déshydrogénase ainsi que I'affinité de ’hémocya-
nine pour I'oxygene d’'un ensemble d’espéces hydrothermales démontrent cependant que
les especes hydrothermales méme froides sont globalement moins sensibles aux variations
importantes de température, comparées a des espéces proches des milieux marins profonds
(DAHLHOFF et SOMERO, 1991 ; SANDERS, ARP et CHILDRESS, 1988 ; LALLIER et TRUCHOT, 1997 ;
CHAUSSON, BRIDGEs et al., 2001 ; CHAUSSON, SANGLIER et al., 2004). Ces résultats suggérent
un caractere eurythermal plus prononcé propre aux especes hydrothermales, qui seraient
capable de soutenir des températures plus élevées pendant de courts laps de temps.

En effet, les émissions de fluide hydrothermal imposent a ces especes des conditions
environnementales fluctuantes, en particulier pour les especes vivant au plus prét des émis-
sions (MoNAco et PROUZET, 2015). Les conditions chimiques réelles auxquelles sont confron-
tés les organismes hydrothermaux sont par ailleurs difficiles a caractériser précisément. La
figure 1.2 illustre plusieurs parametres physico-chimiques mesurés par LE BRris, ZBINDEN et
Frangoise GAILL, 2005 au niveau des tubes d'une colonie d’Alvinella pompajena. Le dispo-
sitif est constitué d’un thermomeétre associé a une sonde pH, ce qui permet de déterminer
si le tube est intégre ou s’il est détérioré, entrainant des fuites entre le milieu extérieur et
le tube. Les auteurs ont constaté que les conditions de pH et de température mesurées a
I'intérieur des tubes et dans la matrice déviaient d’un processus conservatif entre ’eau de
mer et le fluide émis depuis la roche, "end-fluid member". Ceci démontre que dans le cas
de cette espeéce, le micro-environnement dans lequel baigne A. pompejana n’est pas direc-
tement le résultat du mélange des deux fluides. L’eau issue de la percolation hydrothermal
représente moins de 10% du mélange, et les températures importantes relevées a I'intérieur
du tube seraient plutét le fait de conduction thermique. Outre ces micro-environnements,
la composition des deux fluides est elle-méme fortement variable. Ainsi, la saturation des
especes chimiques (fer, zinc) et les conditions oxydo-réductrices du milieu influent sur les
concentrations en métaux libres dans 1’eau par rapport a leur forme complexée, mais dé-
pend principalement de la composition de la roche basaltique qui nourrit le fluide hydro-
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thermal. Réciproquement, les concentrations en H,S sont modulées par les concentrations
en fer, et les équilibres chimiques prédisent une baisse des quantités de H,S au profit de
HS™ aux sites ou le fer est le plus abondant (LE Bris et Frangoise GAILL, 2007). De la méme
maniere, le fluide hydrothermal riche en sulfure d’hydrogéne tend a étre plus anoxique,
du fait de la réaction spontanée entre les deux especes : 2H,S + 30, — 2H,0 + 2SO0,
(JounsoN et al., 1986 ; Stéphane HOURDEZ et LALLIER, 2007). Par conséquent, certains para-
metres physico-chimiques du milieu correlent avec les émissions de fluide hydrothermal, et
les espéces vivant au plus proche des émissions, sur les cheminées, subissent des variations
importantes de température, d’oxygene et de stress oxydatif qu’il est difficile de modéliser
sans mesure directe.
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FIGURE 1.2 — Mesures physico-chimiques de ’eau au niveau d’une colonie d’A. pompejana.
(A) coupe de la colonie, montrant les variations importantes de température selon les points
de mesure. (B) pH et température au dessous de 'ouverture des tubes (carré blanc), dans
un tube (carré gris), dans la matrice autour des tubes (carré noir). (C) Mesures reportées
avec une simulation géochimique d’un processus de mélange conservatif entre le fluide
hydrothermal et ’eau de mer, ligne noire. Adapté de L Bris, ZBINDEN et Francoise GAILL,
2005.
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I.1.2 Les Alvinellidae : un modéle d’étude exceptionnel des adapta-
tions aux conditions extrémes

Les Alvinellidae constituent une famille de quatorze espéces de polychetes endémiques
des sources hydrothermales profondes des océans Pacifique et Indien, comme illustré en
figure 1.3. Elles sont toutes associées a la circulation hydrothermale, soit au niveau des
émissions diffuses de fluide, soit directement sur les murs des cheminées. Ces espéces, pour
la plupart, construisent des tubes ou des cocons qu’elles ne quittent que rarement, compo-
sés d’'un mucus de polysaccharides et de glycoprotéines (JOLLIVET et Stéphane HOURDEZ,
2020; HAN et al., 2021). Il est en outre probable que d’autres espéces soient encore a décou-
vrir, notamment dans ’océan Indien ou certaines populations d’Alvinellidae géographique-
ment éloignées ont été observées, sans toutefois avoir été décrites au niveau taxonomique
(NakAMURA et al.,, 2012). Les especes actuellement décrites sont dispersées entre le Paci-
fique Est (ride Juan de Fuca et dorsale Est-Pacifique), les bassins arriére-arc du Pacifique
Sud-Ouest et nord-est, ainsi que sur la dorsale indienne au niveau du site Wocan. Ces en-
sembles sont par conséquent isolés les uns des autres. En effet, les anciennes dorsales de
Kula et au nord de la Nouvelle Guinée, qui ont été proposées pour avoir joué un réle im-
portant dans la dispersion des espéces entre le Pacifique Est et Ouest (HESSLER et P. F.
LONSDALE, 1991; BACHRATY, LEGENDRE et DESBRUYERES, 2009), ne sont plus actives depuis
environ 40 millions d’années (SM1TH, 2003), environ a la méme période que I'ouverture de
la mer de Chine et de la fermeture des océans Pacifique et Indien (PARKER et GEALEY, 1985;
Moatic et al., 2012).
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FIGURE 1.3 — Répartition des espéces d’Alvinellidae entre les océans Pacifique et Indien.
crédits photos : K. Onthank, Han et al. 2021, Briand IFREMER, Dugornay IFREMER, Deep-
sea photography, S. Tsuchida, F. Pleijel, V. Tunnicliffe.




INTRODUCTION

La famille des Alvinellidae est inclue au sein des Terebelliformia (voir figure 1.4). Il s’agit
d’une famille soeur des Ampharetidae, un large groupe de polychétes marins ayant égale-
ment colonisé le milieu hydrothermal a de multiple reprises (EILERTSEN et al., 2017). La
vue actuelle est que les Alvinellidae forment bel et bien une famille séparée des Amphare-
tidae (ROUSSET, ROUSE et al., 2003 ; STILLER, TILIC et al., 2020). Toutefois, ’hypothése que
les Alvinellidae serait une sous-famille des Ampharetidae ne peut pas étre tout a fait écar-
tée (EILERTSEN et al., 2017, et la ré-analyse de certaines données moléculaires utilisées par
STILLER, TiLIC et al., 2020 donnent des résultats plus ambigus, voir chapitre 1). En effet,
ces deux familles d’especes partagent de nombreux traits morphologiques, dont la présence
de tentacules buccaux filiformes et rétractiles ainsi que la présence de tores uncinigeres
ventraux et de soies dorsales simples. Ces criteres avaient amené Desbruyeéres et Laubier
a classer initialement A. pompejana et Alvinella caudata (cette derniére étant alors identi-
fiée comme une forme ontogénique jeune de A. pompejana) parmi les Ampharetidae lors de
leur découverte (DESBRUYERES et LAUBIER, 1980). Les auteurs, toutefois, considéraient déja
A. pompejana comme un Ampharetidae "aberrant” du fait de la fusion du prostomium et du
peristomium, des modifications des notopodes sur les quatriéme et cinquieéme segments, de
la présence de notopodes et de soies dorsales sur tous les segments de I'individu jusqu’a son
extrémité ainsi que de ’apparition des tores uncinigeres au dixieme segment seulement. La
diversité morphologique trés importante connue au sein des Ampharetidae montre cepen-
dant d’autres exemples de formes aberrantes (DAY, 1964; DESBRUYERES et LAUBIER, 1980)
et relativement peu de données moléculaires haut-débit (comme des transcriptomes) sont
pour l'instant disponibles. Les Alvinellidae forment bien une famille d’especes monophy-
létique, mais leur relation avec les Ampharetidae n’est pas tout a fait élucidé.
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De maniere similaire aux autres espéces hydrothermales, les Alvinellidae présentent de
nombreuses d’adaptations spectaculaires pour faire face aux conditions extrémes rencon-
trées dans ces environnements. Ces adaptations sont observables tant au niveau moléculaire
qu’au niveau morphologique : augmentation de la surface des branchies et forte affinité
pour 'oxygene des pigments respiratoires en réponse a I’hypoxie des milieux profonds,
efficacité des voies métaboliques de détoxification des sulfides et des dérivés réactifs de
loxygene (ROS), expression de protéines thermostables ainsi que de protéines chaperones
et heat-shock en réponse aux conditions dénaturantes des hautes températures (JOLLIVET,
DESBRUYERES et al., 1995; LE Bris et Francoise GAILL, 2007 ; DiLLY et al., 2012).

Le ver de Pompéi, A. pompejana, est I'espéce ayant suscité 'intérét le plus fort aupres
de la communauté scientifique. Il s’agit du premier Alvinellidae découvert en 1979 sur le
segment 21°N de la dorsale Est-Pacifique (EPR) accompagné d’une espece proche alors assu-
jettie a une forme juvénile de la méme espéce, A. caudata (DESBRUYERES et LAUBIER, 1980).
A. pompejana a été initialement décrite comme vivant a des températures supérieures a
60°C, subissant des pics de température avoisinant les 80°C (Stéphane HOURDEZ et JOLLIVET,
2020). Toutefois, les conditions réelles auxquelles est soumise A. pompejana sont probable-
ment moins extrémes. En effet, ce ver vit dans des tubes qu’il sécréte directement a la surface
des cheminées hydrothermales, constitués a plus de 50% de protéines stables en conditions
acides jusqu’a des températures de 100°C, ce qui constitue une premiére barriére permettant
a ce ver de controler la température de son microenvironnement (voir fig. I.2 et photogra-
phie L.5). Ainsi, par '’étude de la conservation du pH et des concentrations en magnésium,
on estime que I’eau de mer constitue entre 70 et 100% de I’eau trouvée a 'intérieur des tubes,
tandis que l’eau circulant entre les tubes provient a 95% du fluide hydrothermal chaud et
acide. Les colonies du ver de Pompéi agiraient comme des échangeurs thermiques au ni-
veau des cheminées hydrothermales, et les fortes températures mesurées a 'intérieur des
tubes sont attribuables a la conduction de chaleur a travers la roche de la cheminée (LE Bris,
ZBINDEN et Francoise GAILL, 2005).
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FiGURe L5 - Photographie d’A. pompejana au niveau de la dorsale EPR. Sur la gauche de

I'individu, on peut voir un tube inhabité a la texture parcheminée. L’animal quitte rarement
son tube, mais il le ventile réguliérement en exposant sa partie antérieure. Il se nourrit
probablement des protéobactéries e symbiotiques qui croissent pour former les filaments
blancs présents sur son dos. La vidéo complete est disponible sur le site du Monterey Bay
Aquarium Research Institute.
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En conséquence, les températures maximales que peut soutenir cet animal au dela de
quelques minutes sont moindres. Ravaux et al., 2013 ont démontré qu'une exposition a plus
de 50°C durant deux heures en aquarium pressurisé était déja létale pour le ver. A I'issue
de ce stress, les individus présentaient de graves dommages tissulaires et une surexpres-
sion de protéines heat-shock (HSP70). Néanmoins, I’optimum thermique du ver de Pompéi
reste au dela de 42°C, ce qui le situe parmi les animaux les plus thermotolérants décrits a ce
jour et proche de la limite UTL (upper thermal limit) estimée a 50°C pour les métazoaires
(PORTNER, 2002). Alors que certaines espéces d’Alvinellidae telles A. pompejana ou Paralvi-
nella sulfincola vivent entre 40 et 50°C, en association avec les cheminées hydrothermales
(LE Bris et Francoise GAILL, 2007 ; GIRGUIS et LEE, 2006), d’autres espéces comme Paralvi-
nella palmiformis ou Paralvinella grasslei évitent d’étre confrontées a des températures si
élevées et préférent la vie loin des parois des cheminées, entre 3 et 30°C (LE Bris et Fran-
coise GAILL, 2007 ; GIRGUIS et LEE, 2006). Par conséquent, les Alvinellidae regroupent des
espéces hydrothermales dont les températures de vie s’étendent sur I’ensemble du spectre
envisagé pour la vie animale, et récapitulées dans le tableau I.1. Cette particularité permet
une étude comparative des adaptations a la température au sein de cette famille de méta-
zoaires le long de contrastes phylogénétiquement indépendants (PORTNER, 2002 ; GIRGUIS
et LEE, 2006 ; JOLLIVET, MARY et al., 2012).

Outre des régimes variés de température, les espéces d’Alvinellidae sont également ex-
posées aux autres singularités du milieu hydrothermal. L’anoxie des sources est associée
a un élargissement des branchies des Alvinellidae, traversées par un réseau de vaisseaux
intra-épidermiques séparés de I'eau de mer par une distance tres réduite entre 3 et 10 um
(Jouin et Francoise GAILL, 1990). Ces vers possedent également un organe d’échange de gaz
interne hypertrophié comparé a d’autres Terebellidae, contenant de nombreux erythrocytes
qui permettent des échanges entre le systéeme vasculaire et le compartiment ccelomique
(Stéphane HOURDEZ, LALLIER et al., 2000). En effet, les hémoglobines extracellulaires vascu-
laires et les hémoglobines intracellulaires ccelomiques possédent des affinités tres similaires
et fortes pour I'oxygene, et cet organe d’échange est interprété comme ayant un rdle dans le
stockage de 'oxygene puis son relargage lors d’épisodes d’anoxie afin de maintenir I’oxy-
génation de la téte et du cerveau. La forte affinité pour oxygeéne (Ps5y < 0.3mmH g pour
A. pompejana et A. caudata contre des P5, comprises entre 1 et 100 mmH g pour des es-
peces cotieres) est contrebalancée par un effet Bohr trés prononcé de 'hémoglobine (baisse
de I'affinité pour 'oxygene a pH faible) permettant la dissociation de I'oxygéne au niveau
des tissus (Stéphane HOURDEZ et JOLLIVET, 2020 ; JOLLIVET et Stéphane HOURDEZ, 2020). Ces
pigments peuvent donc a priori constituer une signature moléculaire de I’adaptation a I’hy-
poxie et potentiellement aux conditions des sources hydrothermales. D’autres enzymes,
cette fois impliquées dans le métabolisme anaérobie, pourraient également présenter des
activités différentes entre les Alvinellidae et d’autres espéces hydrothermales ou cotieres
comme la phosphofructokinase (HAND et SOMERO, 1983). En effet, chez A. pompejana, I'ac-
tivité de la cytochrome c oxydase, bien que relativement faible, est présente, ce qui indique
que les métabolismes aérobie et anaérobie sont tout deux présents chez 'espéce (HAND et
SOMERO, 1983). Ceci pourrait étre la conséquence de phases anoxiques prolongées du mi-
lieu qui engendrent une baisse de I’activité mitochondriale. Ces résultats nécessitent tout de
méme d’étre nuancés et confirmés, car la réponse cellulaire au stress hypoxique ou hyper-
oxique dans les branchies d’A. pompejana est relativement faible, sans montrer de spécificité
forte vers une modulation des métabolismes aérobique ou anaérobique MARY et al., 2010.
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Enfin, les concentrations importantes en H,S ainsi qu’en divers métaux (cuivre, fer, zinc,
cadmium, mercure, manganese) dans le fluide émis par les cheminées induisent un stress
oxydatif important pour les espéces hydrothermales, a origine de la création de ROS qui
peuvent engendrer des dommages a ’ADN, aux protéines et aux lipides constitutifs des
membranes. (Stéphane HOURDEZ et JOLLIVET, 2020 ; JIANG et al., 2016). Chez le ver de Pom-
péi, de fortes concentrations de métallothioneines, protéines ayant une forte affinité pour
le cuivre, le zinc, le cadmium et le mercure, ont été relevées dans 1'épiderme et les tissus
digestifs (DESBRUYERES, CHEVALDONNE et al., 1998). Ces protéines pourraient servir a la sé-
questration de ces métaux. En outre, comparativement aux annélides des cotes, une forte
activité de la superoxide dismutase, qui convertit I’anion superoxyde O, en H,0,, a été
relevée chez A. pompejana et P. grasslei en particulier la encore dans les tissus digestifs. Au
contraire, ’activité tissulaire de la catalase, une peroxidase qui convertit H,0, en eau, ap-
parait tres faible chez ces deux espéces (MARIE et al., 2006 ; GENARD et al., 2013). Ces deux
constats peuvent sembler contradictoires, et une étude élargie de I'activité des autres per-
oxydases au sein des Alvinellidae ainsi que d’autres enzymes impliquées dans I’équilibre
Redox cellulaire (comme la malate dehydrogenase dans le cas du métabolisme anaérobie
chez plusieurs organismes marins FIELDs et QUINN, 1981; LAzoU et al., 1987 ; DAHLHOFF et
SOMERO, 1991) serait trés instructive. En outre, ces études ont été effectuées sur I’activité
tissulaire totale d’Alvinellidae, mais les performances catalytiques des enzymes du stress
oxydatif elles-mémes n’ont pas été comparées entre especes hydrothermales et non hydro-
thermales. Cette caractérisation serait nécessaire pour savoir si 'activité de ces protéines
peut étre utilisée comme proxy pour déterminer les concentration en sulfure d’hydrogéne
ou en métaux de 'environnement (JOLLIVET et Stéphane HOURDEZ, 2020 ; LE Bris et Fran-
coise GAILL, 2007).

La caractérisation de '’environnement par la mesure de I’activité physiologique des es-
péces prend également du sens si 'on considere que la mesure directe des conditions du
milieu in situ reste un défi. En outre, établir le lien entre les conditions environnementales
et Pexposition réelle des animaux n’est pas trivial non plus. Par exemple, les quantités en
métaux ou sulfures mesurées aux différents sites hydrothermaux ne sont pas nécessaire-
ment fortement corrélées avec les quantités retrouvées dans les tissus des Alvinellidae, et
pourraient dépendre de mécanismes propres aux tissus des différentes especes (MARTINEU
et al., 1997 ; GENARD et al., 2013). En particulier, les tubes ou cocons secrétés par la plupart
des Alvinellidae, outre le fait de permettre le contréle de la nature de ’eau directement au
contact des vers, pourraient également permettre le piégeage des métaux et la régulation
de I'oxygeéne grace a leur ventilation avec de 'eau de mer du fond avoisinante (LE Bris,
ZBINDEN et Francoise GAILL, 2005). L’association avec des bactéries (épibionte de protéo-
bactéries € filamenteuse pour les especes Alvinella ainsi qu’avec des bacilles sur la surface
interne des tubes de Paralvinella) est également suggérée comme un moyen de détoxifier les
sulfures environnants (JOLLIVET et Stéphane HOURDEZ, 2020; LE Bris et Francoise GAILL,
2007).

Enfin, la compréhension de la physiologie globale des Alvinellidae doit prendre en
compte la phase larvaire de ces organismes, assez peu décrite encore a ce jour. En effet,
en se bornant a ne considérer que les stades adultes de ces espéces considérées chaudes ou
froides, les conditions environnementales et adaptations moléculaires associées aux stades
précoces de développement sont ignorées. Les larves de certaines espéces telles P. palmi-
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formis et A. pompejana sont probablement lécithotrophes (contenant leur propre réserve
de nutriments), ce qui suggere une capacité de dispersion importante entre sites hydro-
thermaux (McHUGH, 1989 ; ZAL et al., 1995). Au contraire, MCHUGH, 1989 ont proposé que
Paralvinella pandorae pandorae couve les juvéniles qui ont une capacité limité de dispersion
en dehors du site hydrothermal. Dans le cas d’A. pompejana, il est montré que la coloni-
sation de nouveaux substrats s’opére par I'intermédiaire de juvéniles et d’adultes migrant
depuis une colonie adjacente. En effet, les embryons jeunes se développent a des tempéra-
tures de 5 a 10°C, et des températures de 20°C leur sont létales, ce qui prouve que ces stades
vivent a I’écart des colonies localisées sur les cheminées hydrothermales (PRADILLON et al.,
2005). Les larves pourraient étre plus sensibles aux variations soudaines de I’environne-
ment, notamment les périodes d’hypoxie induites par les émissions de fluide. Dans ce cas,
le développement larvaire a ’écart des cheminées serait un moyen de stabiliser les condi-
tions de 'environnement (PORTNER, 2002). Cela implique que la physiologie de ces vers
doit présenter une nécessaire eurythermie et une grande flexibilité des optima thermiques
de fonctionnement des flux métaboliques, possiblement par des expressions différentielles
de variants enzymatiques (allélisme ou duplication de genes). Par exemple, chez A. pom-
pejana, I'allozyme 90 de la phosphoglucomutase est plus thermostable de 3°C par rapport
a l'allozyme 100 et sa fréquence est plus élevée au niveau des populations jeunes lors de
la colonisation des nouveaux édifices beaucoup plus chauds (Bioy et al., 2022). Dés lors,
les attendus moléculaires que 'on peut avoir dans 1’étude de ces especes sont grandement
complexifiés.
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Espece

Température de vie

Localisation

Alvinella pompejana

Alvinella caudata

Paralvinella pandorae pandorae
Paralvinella pandorae irlandei

Paralvinella unidentata

Paralvinella palmiformis
Paralvinella grasslei
Paralvinella mira

Paralvinella hessleri

Paralvinella sulfincola
Paralvinella dela

Paralvinella sp. nov.
Paralvinella fijiensis

Paralvinella bactericola

40-50°C (RAVAUX et al., 2013)

Chaud

2-5°C (*)
2-5°C (*)

Froid

20 - 35°C (GIRGUIS et LEE, 2006;
DILLY et al., 2012)

10-30°C (COTTIN et al., 2008)

Chaud

Chaud

40-50°C (GIRGUIS et LEE, 2006)
Froid

Chaud
Chaud

Froid

Parois des cheminées : Dorsale
Est Pacifique, Dorsale Pacifique-
Antarctique, Bassin de Guaymas,
Dorsale des Galapagos
Parois des cheminées : Dorsale
Est Pacifique, Dorsale Pacifique-
Antarctique, Dorsale des Galapa-
gos

Plancher : Ride Juan de Fuca
Plancher : Dorsale Est Pacifique,
Dorsale Pacifique-Antarctique
Plancher : Bassin de Lau, Bassin
Nord Fidji, Arc de subduction de
Vanatu

Plancher : Ride Juan de Fuca

Plancher : Dorsale Est Pacifique,
Bassin de Guaymas

Sites hydrothermaux de Wocan et
Daxi

Parois des cheminées : Fosse
d’Okinawa, Bassins de Manus et
des Mariannes

Parois des cheminées : Ride Juan
de Fuca

Ride Juan de Fuca, sites Middle
Valley, Cleft, Endeavour

Bassin de Manus

Parois des cheminés : Bassins de
Lau et Nord Fidji

Plancher : Bassin de Guaymas

TaBLE 1.1 — Caractéristiques thermiques des Alvinellidae et localisation. Les espéces mar-

quées de (*) ont également été observées dans des colonies a des températures plus élevées
autour de 25°C (communication personnelle, D. Jollivet). (DESBRUYERES et LAUBIER, 1986 ;
JoLLIVET et Stéphane HOURDEZ, 2020)
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I.2 Diversité des mécanismes impliqués dans les adap-

tations du vivant aux températures extrémes

Dans cette these, nous nous sommes spécifiquement intéressés aux adaptations mo-
léculaires (stabilité des protéines) permettant aux Alvinellidae de s’adapter a une gamme
large de température, aussi bien a un niveau inter- qu’intraspécifique considérant leur ca-
ractére souvent eurytherme. Quelques grands principes de 'adaptation a la température
peuvent d’abord étre dressés pour expliquer ce qui différencie la thermotolérance de cer-
taines especes eucaryotes de la véritable thermophilie (voir hyperthermophilie) de certains
procaryotes.

I.2.1 Principes généraux des adaptations a la température

Comme nous ’avons vu a travers I’exemple des sources hydrothermales, la vie s’est dé-
veloppée sur toute une gamme de températures, des émissions de fumeurs noirs a plus de
100°C jusqu’aux plaines abyssales dont la température est inférieure a 4°C (Ravaux et al.,
2013 ; Stéphane HOURDEZ et JOLLIVET, 2020). Dans le spectre chaud, 'UTL (Upper Thermal
Limit pour limite supérieure de température permettant la vie) pour les eucaryotes est esti-
mée en dessous de 55°C. Les eucaryotes les plus thermotolérants connus en milieu ducalci-
cole étant les ostracodes Potamocypris sp. (dans les sources chaudes du parc de Yellowstone,
WicksTROM et CASTENHOLZ, 1973), en milieu marin le ver A. pompejana vraisemblablement
en dessous de 50°C, et en milieu terrestre les fourmis du désert Cataglyphis bombycina et
C. bicolor qui montrent des dysfonctionnements a 55°C (GEHRING et WEHNER, 1995). Le re-
cord étant détenu par le champignon Chaetomium thermophilum qui peut croitre a 55°C (LA
ToUCHE, 1950). Au contraire, les organismes considérés comme thermophiles stricto sensu
vivent au dela de 60°C, et sont tous des procaryotes.

De l'autre coté du spectre, concernant la limite basse de température, certaines especes
animales peuvent vivre a des températures trés froides et peuvent étre considérées comme
de véritables psychrophiles. On peut citer 'exemple du bivalve Antarctique Limopsis mario-
nensi dont la tolérance a la température baisse jusqu’a se situer entre -1,5 et 2°C (PORTNER
et al., 1999), ce qui en fait un véritable psychrophile sténotherme dont la gamme possible
de températures de vie est trés étroite.

On peut alors s’interroger sur les raisons de ces limites de température de vie, et sur la
nature des mécanismes moléculaires qui ont été sélectionnés par I’évolution pour y faire
face.

Une premiére observation est que les organismes thermophiles stricto sensu (tempéra-
ture de croissance supérieure a 60°C) et hyperthermophiles (température supérieure a 80°C)
sont tous procaryotes, et en particulier des archées. Une limite a la croissance a des tempé-
ratures équivalentes chez les eucaryotes serait liée au fonctionnement des mitochondries
qui seraient incapables de fournir les besoins de 'organisme via le métabolisme oxydatif
a haute température (arrét du fonctionnement de la chaine de phosphorylation oxydative
lié a la baisse de potentielle de la membrane mitochondriale). Ceci entrainerait ’augmenta-
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tion du stress oxydatif et I’hypoxie croissante de 'organisme (JARMUSzKIEWICZ et al., 2015;
ZUKIENE et al., 2010 ; PORTNER, 2002). L’abaissement de la température a également pour
conséquence de ralentir le métabolisme des mitochondries (PORTNER, 2002). Ainsi, les orga-
nismes complexes, pour lesquels les besoins métaboliques sont élevés et qui ne peuvent pas
survivre longtemps sur la seule base d’'un métabolisme anaérobie et/ou d’'un métabolisme
aérobie ralenti, sont plus rapidement limités par les températures extrémes.

L’augmentation de la température au dela de 100°C provoquerait des processus physico-
chimiques déléteres pour la survie d’organismes eucaryotes comme procaryotes. Ainsi,
I’hydrolyse spontanée de ATP est beaucoup plus importante entre 110 et 140°C y com-
pris a hautes pressions jusqu’a 220 atmosphéres (LEIBROCK, BAYER et LUDEMANN, 1995), et
la sphere d’hydratation des protéines disparait dans ces mémes gammes de températures
(JAENICKE et BOHM, 1998). Ces mécanismes sont universels, aussi les organismes les plus
thermophiles décrits a ce jour, comme ’archée Pyrococcus abyssi des sources hydrother-
males du bassin Nord Fidji, ont des températures optimales de croissance situées légérement
au-dessus de 100°C a 200 atmospheres (ERAUsO et al., 1993).

Dans le cadre de cette thése, nous avons étudié la stabilité de certaines protéines d’Al-
vinellidae issus de différents régimes de température de vie. En effet, les protéines sont ca-
ractérisées en général par une conformation tri-dimensionnelle, dite native dans la cellule.
Cette conformation est liée a la fonction de la protéine, et elle est théoriquement déduc-
tible de la structure primaire de la protéine, c’est-a-dire de sa séquence en acides aminés
(MATSUMURA, YASUMURA et A1BA, 1986). Toutefois, la stabilité de la protéine native dépend
de parametres intrinséques a la protéine (dont sa séquence), mais aussi de la température.
En acceptant un modele a deux états, natif (N) et dénaturé (D) La stabilité est traduite par
I’équation modifiée de Gibbs-Helmholtz (Razvi et ScHOLTZ, 2006) :

T T
AG°(T) = AH,, x (1 — T—) —AC, x (T, - T+ T x Zn(T—))
Cette équation relie la différence d’énergie libre entre les formes dénaturée et native (AG°(T))
de la protéine avec la température a laquelle la dénaturation est étudiée, selon une modele
de dénaturation a deux états

N = D (L1)

AG°(T) dépend également de plusieurs paramétres thermodynamiques : la différence
d’enthalpie (AH,,) et la différence de capacité calorifique (AC),) mises en jeu pendant la
réaction de dénaturation a 7, qui correspond a la température de demi-dénaturation pour
laquelle la moitié des protéines sont dans leur forme native. Ces parametres dépendent de
la séquence primaire de la protéine, en interaction avec le milieu. Une représentation de
cette équation est donnée en figure L6. Si AG°(T') prédit est positif, alors la réaction de
dénaturation est défavorable et tirée vers un équilibre thermodynamique ou la protéine est
majoritairement dans sa forme native. En simplifiant, la température intracellulaire doit par
conséquent correspondre a une gamme pour laquelle I'ensemble du protéome est stable et
fonctionnel. Cette libération d’énergie associée a la dénaturation de la protéine provient
(JAENICKE et BOHM, 1998 ; SCANDURRA et al., 1998) :

1. d’interactions entre résidus a trés courte distance (interactions de Van der Waals);
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2. de la libération des molécules d’eau des surfaces hydrophobes enfouies dans la pro-
téine;
3. de la formation de liaisons hydrogenes et d’interactions électrostatiques;

4. de la proportion d’hélices « et de feuillets 3 ainsi que la formation de groupes de
résidus chargés (interactions ioniques) dans le coeur de la protéine.

Le moteur principal du repliement correspond principalement a la forte création d’entropie
AS = C,xIn(T/T,,) conséquence de la constitution du coeur hydrophobe de la protéine et
donc a I'effet solvant (JAENICKE et BOHM, 1998). De plus I’équation montre que l'effet relatif
de I'entropie par rapport a I'enthalpie est de plus en plus important a mesure que 7" aug-
mente au-dessus du 7}, alors que la variation d’énergie libre est dominée par la différence
d’enthalpie autour de 7,,. Toutefois, 'ordre de grandeur de la différence d’enthalpie pour le
repliement d’une protéine est de quelques centaines de k.J.mol ! contre quelques J.mol ™
concernant la différence d’entropie (NicHOLSON, W. J. BECKTEL et MATTHEWS, 1988 ; Razv1
et ScHOLTZ, 2006). Chez les organismes thermophiles, les protéines ont généralement une
plus grande flexibilité de leur structure native comparée a leurs homologues mésophiles
prises a leur température physiologique respective, ce qui a pour conséquence une réduc-
tion de la différence d’entropie lors de la dénaturation chez les thermophiles (KARSHIKOFF,
NiLssoN et LADENSTEIN, 2015). En effet, I’entropie de la molécule est liée aux degrés de li-
berté de mouvement des formes natives et dénaturés. L’augmentation de la flexibilité des
protéines issus des organismes thermophiles implique moins d’énergie libérée lors de leur
dénaturation et la réaction de dénaturation est moins favorable a température physiolo-

gique.
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F1GURE 1.6 — Courbe de stabilité théorique d’une protéine hypothétique selon la tempéra-
ture. Le domaine ou AG est positif correspond aux températures pour lesquelles la réac-
tion de dénaturation n’est pas favorable et ou la protéine est majoritairement dans sa forme
native. T;,, et T, correspondent aux températures de demi-dénaturation chaude et froide.
Figure tirée de Wayne J. BECKTEL et SCHELLMAN, 1987.
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Ainsi, si les parameétres thermodynamiques d’une protéine sont connus dans ’environ-
nement cellulaire, il est en principe possible de déterminer la proportion de la population
de protéines correctement repliées en forme native via la relation :

AG(T) = AG(T) + R x T x In(K)

ou R est la constate des gaz parfaits. A I’équilibre thermodynamique, AG(T') = 0, et 'on
peut en déduire K qui correspond a la part de la population de protéines en forme dénaturée
divisée par la fraction de protéines natives. Dans les conditions physiologiques, K << 1
avec des valeurs comprises entre (10~* 4 107!!). Pour une protéine, les variants de confor-
mation de la forme dénaturée sont trés nombreux, mais cette simplification du probléme
en considérant deux états est généralement valide statistiquement (SEROHIjOS et Eugene I
SHAKHNOVICH, 2014 ; STKOSEK et CHAN, 2014). En conséquence, plus la fraction de protéines
natives est importante a la température de vie de I'organisme, plus AG(T') est élevé.

On pourrait alors s’attendre a ce que les protéines évoluent vers des stabilités élevées.
Pourtant, les mesures mentionnées dans la littérature correspondent en général a une sta-
bilité relativement faible, qualifiée de "marginale", entre 5 et 15 kcal/mol pour des protéines
globulaires d’une centaine d’acides aminés (TAVERNA et GOLDSTEIN, 2002 ; GOLDSTEIN, 2011;
SEroHIJOs et Eugene I SHAKHNOVICH, 2014). Ce constat vaut autant pour les protéines is-
sues d’organismes mésophiles que pour les organismes thermophiles (JAENICKE et BOHM,
1998; SErROHIjOS et Eugene I SHAKHNOVICH, 2014). Ceci ne correspond a I'énergie que de
quelques liaisons hydrogénes, alors méme qu’une protéine présente en moyenne plusieurs
centaines de ce type d’interactions non covalentes dans sa forme native. En outre, la tempé-
rature correspondant a la valeur maximale de AG°(T") (sommet de la parabole de la figure
L.6) est systématiquement inférieure a la température optimale de croissance des organismes
(JAENICKE et BOHM, 1998). Par conséquent les protéines ne sont pas non plus a leur stabi-
lité maximale dans la cellule. L’observation d’une stabilité marginale pour les protéines peut
s’expliquer de deux maniéres, en partant d'une approche fonctionnelle ou par une approche
thermodynamique et stochastique.

Dans le cas d'une explication fonctionnelle, la stabilité marginale est sélectionnée par
I’évolution car il existe un compromis entre la rigidité et la fonction des protéines. Dans
ce cas, les répertoires de protéines des mésophiles et de leurs homologues chez les orga-
nismes thermophiles doivent présenter dans leur environnement respectif une flexibilité
équivalente qui n’altére pas leur fonctionnalité. Les protéines ne doivent pas étre consi-
dérées comme des entités rigides ou flexibles, mais on doit prendre en compte ’ajuste-
ment de la flexibilité dans les différentes parties de la protéine (KARSHIKOFF, NILSSON et
LADENSTEIN, 2015). La nécessité de conserver une certaine flexibilité peut s’expliquer pour
les enzymes par la nécessité de changements de conformation, ou des interactions avec des
ligands pour lesquelles les différences d’énergies d’association/dissociation ou de bascule
entre des conformations différentes doivent rester relativement faibles pour étre réversibles
(KARSHIKOFF, NILSSON et LADENSTEIN, 2015). Beaucoup de protéines ne correspondent pas
au modele classique de repliement de I'entonnoir énergétique, pour lequel depuis une mul-
titude de formes dénaturées, la protéine se replie vers un minimum de stabilité de plus en
plus étroit jusqu’a une conformation unique en passant par des stades intermédiaires (Mo-
dele de globules fondus). Ces protéines montrent des profils énergétiques bi- ou poly-stables
(plusieurs optima avec des énergies libres similaires), ou des régions intrinséquement non
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structurées tres flexibles, ce qui concerne environ un tiers des résidus de protéines dans
le vivant S1koSEk et CHAN, 2014. Sur des mutants de kanamycin nucleotidyltransferase,
MATSUMURA, YASUMURA et AIBA, 1986 ont montré que les mutants plus thermostables,
ayant un optimum de température de fonctionnement supérieur de 10°C par rapport a la
protéine sauvage, ont une baisse relative d’activité de 20% a 37°C. Dans ce cas, 'augmenta-
tion de la stabilité de la protéine se fait au détriment de son activité a une température plus
faible démontrant un compromis entre stabilité et activité. Les auteurs notent en outre que
I’énergie d’activation de 'enzyme mutante est similaire a celle de la protéine sauvage, envi-
ron 11 kcal/mol. A leur optimum thermique de fonctionnement, les protéines ont donc une
activité similaire. Un exemple extréme a été mis en évidence par BOUVIGNIEs et al., 2011, a
partir du lysozyme du phage T4. Une conformation, dite excitée (non stable et transitoire,
1 ms d’existence), a été caractérisée dans la population de ces protéines. Cette forme corres-
pond a 3% de la population totale, ce qui montre une stabilité marginale particuliérement
faible de cette protéine (environ 2 kcal/mol a 25°C). La fonction biologique de la population
excitée n’est pas connue (seule la forme native se lie a son ligand), mais une implication
évolutive possible est que ces protéines, de part leur équilibre entre plusieurs conforma-
tions simultanément, ont également une variabilité et une adaptabilité potentiellement trés
forte. Ceci est particulierement vrai pour les protéines de la capsule du virus, contraintes
d’évoluer rapidement pour conserver leur capacité a infecter leur hote. Le pendant de cela
est que pour ces protéines, les modeles de dénaturation a deux états sont une simplification
grossiere et la compréhension de la dynamique évolutive est beaucoup plus complexe, né-
cessitant une capacité de modélisation des états de repliement intermédiaires qui n’existe
pas actuellement.

La deuxieme explication est purement thermodynamique et ne fait pas intervenir di-
rectement la fonction de la protéine. Selon cette hypothése, la stabilité de la protéine est
fondamentalement reliée a son abondance cellulaire. Une protéine plus abondante doit étre
plus stable, car les formes dénaturées peuvent s’agréger (modele amyloide) et étre toxiques
pour la cellule (misfolding avoidance hypothesis, SERoHIJOs et Eugene I SHAKHNOVICH,
2014; RAzBAN, 2019). Ainsi, la sélection agirait uniquement dans le sens de la stabilité accrue
des protéines, et la stabilité marginale ne serait que le reflet de I’équilibre entre la sélection
et la dérive génétique, qui tend a déstabiliser les protéines comme illustré en figure 1.7. En
partant de la relation de Boltzmann et Maxwell, SEROHIjOs et Eugene I SHAKHNOVICH, 2014
relient la stabilité des protéines (donc I’énergie libre entre les formes dénaturée et native)
avec la proportion de protéines correctement repliées dans le cytoplasme. Selon I’hypo-
these que les formes mal repliées sont toxiques pour la cellule et diminuent le rendement
métabolique, ils établissent que 'effet d'une mutation dans la protéine impacte la valeur
sélective (s) de la protéine selon I’équation

S ~ AeﬁAGpremutation(l _ eﬂAAG)
ou A correspond a I’'abondance de la protéine dans le cytoplasme, § = 1/kgT fait intervenir
la constante de Boltzmann et la température, et AAG mesure la différence d’énergie libre

du repliement entre la protéine incluant la nouvelle mutation et la protéine sauvage pré-
mutation.

Finalement, les protéines se situent dans un régime tel que N|s| ~ 1 ou les mutations
stabilisatrices et déstabilisatrices ont une probabilité égale de se fixer (voir figure .7A.). Au
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dela, la sélection aura pour effet de favoriser la fixation de mutations stabilisatrices, et en
deca, la dérive, biaisée en faveur de mutations globalement déstabilisatrices, jouera en sens
inverse (voir figure L.7B.).

Les auteurs prédisent alors ’énergie libre attendue pour une protéine dans un certain
contexte selon 1’équation

1 AAGE,

AG x —kgTInN, — kgTInA + kBTln(k:BT AAC )

ou AAGg; et AAG eqn caractérisent la distribution de 'effet thermodynamique moyen
d’une mutation aléatoire dans la séquence d’une protéine (correspondant environ a 1kcal /mol
et 1, Tkcal /mol respectivement). Ils démontrent par exemple que la simple différence de
taille de population entre procaryotes et vertébrés (10% vs. 10°) suffit a expliquer des pro-
téines en moyenne 6kcal/mol moins stables chez ces derniers. Cette équation a l'intérét
d’intégrer d’autres parameétres pour expliquer la stabilité observée d’une protéine, a savoir
son abondance cellulaire et la taille de la population.
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FiGURE 1.7 — Effet de la sélection et de la dérive sur la stabilité d’une protéine. (A) domaines

de sélection et de dérive. Dans la partie verte, la stabilité de la protéine est tres élevée, et

Peffet de la sélection est faible par rapport a la dérive. Dans la partie rouge, la protéine est
peu stable, les formes mal repliées s’accumulent, et la sélection tend a stabiliser la protéine.
(B) Modélisation des forces agissant sur la stabilité. Courbe verte : effet sur la stabilité des

mutations aléatoires apparaissant dans la protéine, biaisées dans le sens de la déstabilisa-

tion. Courbe rouge : force de la sélection sur la mutation, qui tend a favoriser les mutations
stabilisatrices. Courbe bleue : mutations fixées, a I’équilibre entre les mutations aléatoires et

I'effet de la sélection. Adapté de SERoHIJOS et Eugene I SHAKHNOVICH, 2014 et GOLDSTEIN,

2011.
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Ces deux explications fonctionnelles et thermodynamiques ne sont pas incompatibles.
Par exemple, les prédictions des modeles thermodynamiques se placent en général dans
I’hypothese simplificatrice que I’état natif de la protéine est unique et lui confere sa fonction.
En revanche, dans le cas de protéines intrinséquement non structurées ou avec plusieurs
optima de conformation, une moindre stabilité sur la protéine n’aboutit pas nécessairement
a des conformations alternatives toxiques avec des effets déléteres sur la valeur sélective.
Aussi, la plupart des mutations apparaissant aléatoirement tendent a déstabiliser la protéine
(en moyenne, une mutation stabilise une protéine entre 0.2-0.4 kcal/mol ou la déstabilise
entre 1.7-2.1 kcal/mol, S1kosek et CHAN, 2014), ce qui vaut aussi pour les mutations impli-
quées directement dans la fonction de la protéine, par exemple dans le site catalytique. Par
conséquent, une mutation qui confere une nouvelle fonction a la protéine tend a déstabiliser
la protéine dans des proportions similaires & une mutation aléatoire (TOKURIKI et al., 2008),
et dans ce cas la pression de sélection qui s’opere sur la protéine est complexe. La sélection
sur certains acides aminés aminés conservés pour la fonction de la protéine implique ainsi
une sélection stabilisatrice compensatrice sur d’autres acides aminés de la protéine, y com-
pris dans des régions de la protéines qui a priori ne sont pas impliquées dans la fonction de
la protéine.

Enfin, si la sélection sur la stabilité ne fait pas de doute, la question initiale est de savoir
si la stabilité marginale est un caractere sélectionné. Les simulations de GOLDSTEIN, 2011
prédisent en effet que la stabilité marginale n’est qu'une résultante statistique du fait que
la plupart des séquences possibles qui encodent une structure sont peu stables, et qu’en
conséquence, plus la protéine est stable, moins elle a de chance de trouver aléatoirement
une alternative plus stable dans une proportion suffisamment bénéfique pour étre sélec-
tionnée. Toutefois, méme si ce cas est peu probable, il n’est pas impossible. Ainsi, selon ce
modeéle, si la moyenne de la stabilité des protéines est environ de 9 kcal/mol, la queue de
la distribution prédit des protéines aussi stables que 118 kcal/mol. Cette valeur n’est jamais
observée et probablement due a des simplifications du modele. Les mesures expérimentales
montrent que les protéines observées les plus stables, y compris lorsqu’elles sont obtenues
par mutation dirigée pour augmenter leur stabilité, n’excédent pas 15 kcal/mol (SIKOSEK
et CHAN, 2014). Il est donc possible que malgré une stabilité marginale apparente, les pro-
téines soient en fait proches de leur maximum de stabilité théorique, ce que Sikosek et Chan
résument par "marginally stable, but nearly maximally stable".

Quoiqu’il en soit, on remarque qu’aussi bien dans I’explication fonctionnelle que dans
Pexplication thermodynamique, la température est un parameétre qui intervient dans la pré-
diction de la stabilité de la protéine. C’est un résultat important car il implique que la tem-
pérature de vie de 'organisme est corrélée a la stabilité de ses protéines. En effet, on aurait
pu penser que la température imposait uniquement une limite basse a la stabilité d’une
protéine, mais pas de limite haute aux stabilités potentiellement observées. Or dans ces
deux explications la température devrait se traduire par une gamme relativement étroite
des stabilités observées.

Dans cette thése, nous avons utilisé la stabilité de protéines d’espéces d’Alvinellidae,
contemporaines et ancestrales, comme proxy de la température de vie des organismes. La
justification de I'utilisation de ce proxy et ses limites (stochasticité du processus évolutif,
importance relative de la stabilité a haute température et de la flexibilité a basse température
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pour des espéces eurythermales) sont cruciales pour interpréter les résultats obtenus.

I.2.2 Des adaptations particulierement étudiées chezles procaryotes

De trés nombreuses études se sont consacrées a comparer la stabilité de protéines pro-
venant d’organismes vivant a différentes températures, notamment des organismes proca-
ryotes réellement thermophiles ou hyperthermophiles (plus de 60°C) avec des procaryotes
mésophiles (entre 20 et 40°C) évolutivement proches. En effet, c’est au sein des procaryotes
que les écarts de température observés sont les plus importants (JAENICKE et BOHM, 1998).

Il ressort de ces études que I’ensemble des macromolécules des organismes thermophiles
subissent des adaptations structurales (lipides particuliers jouant sur la fluidité membra-
naire (SiL1akus, OosT et KENGEN, 2017), enroulement positif de 'ADN fréquent chez les
hyperthermophiles, VALENTI et al., 2011, biais de composition en G+C qui stabilise la confor-
mation des ARN, DECKERT et al., 1998 ; HICKEY et SINGER, 2004) mais aucun mécanisme n’est
systématique chez tous les extrémophiles.

Nous allons nous concentrer spécifiquement sur les adaptations au niveau des protéines.
I a été démontré que la température de croissance des organismes a une influence sur la
composition moyenne en acides aminés. Ainsi, si le biais d’utilisation des codons, et par
conséquent des acides aminés, dépend en premier lieu du contenu en G+C des génomes (et
donc de facteurs non liés a la température impliquant le biais mutationnel et les systémes
de réparation de ’ADN), il existe également un second biais sur I'usage des codons lié di-
rectement a la température et répété indépendamment dans différentes lignées, qui tend
a favoriser les acides aminés chargés et aromatiques (HICKEY et SINGER, 2004 ; JOLLIVET,
MARY et al., 2012). La corrélation entre I'usage de ces acides aminés et la température est
globalement linéaire entre 7 et 103°C, biais impliquant donc a la fois des organismes psy-
chrophiles, mésophiles et thermophiles (G.-Z. WANG et LERCHER, 2010). Ainsi, de fagon
générale, les protéines issues des organismes (hyper)thermophiles sont enrichies en acides
aminés chargés (DEKR) ainsi qu’en acides aminés hydrophobes de grande taille (ILVW) et
présentent une proportion moins grande d’acides aminés polaires et non chargés (STNQC)
par rapport a leurs homologues mésophiles, comme illustré en figure 1.8A. (JAENICKE et
BOHM, 1998 ; DECKERT et al., 1998).
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F1GURE 1.8 - Comparaison des structures primaires et secondaires entre protéines de ther-
mostabilités différentes. (A) Utilisation des acides aminés selon la stabilité des protéines. Les
acides aminés chargés sont en rouge, les acides aminés polaires en bleu. Les barres verticales
rouges correspondent aux fréquences des acides aminés observés chez des protéines d’orga-
nismes hyperthermopbhiles, et les barres vertes aux protéines homologues provenant d’orga-
nismes mésophiles. (B) Adaptation au niveau de la structure secondaire des protéines. Une
case rouge indique une contribution stabilisatrice chez la protéine thermostable par rapport
a son homologue mésophile, et une case bleu un effet déstabilisant. Adapté de SziLAGYI et
ZAvVODSZKY, 2000.
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Sur la base de ces observations, plusieurs indices ont été développés afin de rendre
compte de I’adaptation moléculaire des protéines a la température. Ces indices sont censés
corréler avec la stabilité de repliement des protéines, et par extension avec la température de
vie des organismes. Parmi les plus usuels, on peut citer les indices IVYWREL (ZELDOVICH,
BEREZOVSKY et Eugene I. SHAKHNOVICH, 2007), EK/HQ et le bias CvP (chargés vs. polaires)
(SuHRE et CLAVERIE, 2003), ces trois derniers indices faisant directement référence a la com-
position moyenne en acides aminés des protéines, qui favorise les acides aminés chargés
et hydrophobes chez les organismes thermophiles. Ces biais en acides aminés refléteraient
I’établissement de liaisons hydrogeénes et la compacité du coeur hydrophobe des protéines
chez les organismes thermophiles. En revanche, SziLAGy1 et ZAvopszky, 2000 ont mon-
tré que les stratégies permettant aux protéines d’atteindre des stabilités plus élevées sont
diverses, comme montré en figure 1.8B. Ainsi, il y a une corrélation positive entre la ther-
mostabilité et le nombre de liaisons hydrogeénes et de liaisons électrostatiques (qui affectent
I'enthalpie des protéines), et une corrélation plutét positive avec la polarité des résidus ex-
posés et avec la compacité de la protéine (par réduction du nombre et de la taille des cavités),
qui affectent les différences de capacité calorifique (JAENICKE et BOHM, 1998 ; SCANDURRA et
al., 1998). En revanche, il n’y a pas de mécanisme obligatoire pour augmenter la stabilité des
protéines, et les mémes phénotypes peuvent s’expliquer par une grande variété d’adapta-
tions. La figure [.8B. montre que la stabilité prédite par ces différents mécanismes peut étre
due a des mutations stabilisatrices ou déstabilisatrices, y compris lorsqu’on considere des
protéines issues des organismes les plus thermophiles étudiées par SZILAGYI et ZAvODSZKY,
2000. Les différents chemins adaptatifs possibles pour augmenter la stabilité des protéines
sont bien illustrés par le concept de Thermodynamic System Drift développé par HART et
al., 2014. Pour un méme phénotype thermostable, les protéines peuvent explorer un large
éventail de mécanismes de stabilisation. La sélection qui s’opére sur la stabilité de la pro-
téine autorise beaucoup de variation dans I’évolution des parametres thermodynamiques,
plus particuliérement I’évolution des différences de capacité calorifique et d’enthalpie entre
les formes dénaturée et native, qui respectivement s’expliquent pour I’essentiel par la com-
pacité de la protéine, ainsi que par 'augmentation du nombre de liaisons hydrogenes et
électrostatiques . Le terme drift fait donc référence a la fluctuation des parametres thermo-
dynamiques qui pris individuellement sont sans corrélation directe avec le phénotype résul-
tant, et non pas a la dérive définie en biologie évolutive (variation aléatoire de la fréquence
des alléles dans la population) (HART et al., 2014). La préférence pour certains mécanismes
de stabilisation par rapport a d’autres pour une méme protéine est vraisemblablement liée
aux interactions épistasiques entre les mutations. En effet, selon le contexte de la struc-
ture tertiaire dans laquelle elle survient, une méme mutation n’a pas la méme incidence
sur la stabilité d’une protéine et par conséquent I’héritage évolutif impose une contrainte
sur les mécanismes de stabilisation que la protéine peut immédiatement explorer (PoLLOCK,
THILTGEN et GOLDSTEIN, 2012). L’indice le plus fiable observé pour identifier des protéines
issues d’organismes thermophiles est généralement le nombre d’acides aminés chargés par
rapport a ’homologue mésophile comme montré figure 1.8B. (SziLAGYI et ZAvODszKY, 2000 ;
HICKEY et SINGER, 2004). Ceci s’explique sans doute par le fait que I’établissement de nou-
velles liaisons électrostatiques est un chemin plus rapide d’adaptation d’une protéine.

D’autres spécificités que le biais en acide aminés sont également observées chez les pro-
téines des organismes thermophiles. Ainsi, ces protéines ont tendance a étre plus courtes
que leurs homologues mésophiles avec une réduction de la taille des boucles, feuillet /3 et
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régions intrinséquement non structurées au profit des hélices o (SZILAGYI et ZAvODszKy,
2000; HICKEY et SINGER, 2004). En outre, chez les organismes hyperthermophiles, les pro-
téines adoptant une structure quaternaire peuvent subir de nouvelles modifications (asso-
ciations originales et fusions) qui permettent la réduction de la surface accessible au solvant
par la compacité de la protéine multimérisée (JAENICKE et BOHM, 1998 ; FRASER et al., 2016).

L’adaptation des organismes aux environnements froids a été moins étudiée. Les orga-
nismes psychrophiles sont généralement définis comme vivant a moins de 20°C, et peuvent
se développer a des températures jusqu’a plusieurs dizaines de degrés sous le zéro (MARGESIN
et SCHINNER, 1999). Certains indices d’adaptation a la température observés dans les pro-
téines des procaryotes thermophiles tendent a étre renversés chez les procaryotes psychro-
philes. Ainsi, les acides aminés chargés (acide glutamique, arginine) ainsi que certains acides
aminés hydrophobes comme la leucine tendent a étre moins présents, au profit d’acides ami-
nés polaires (sérine et thréonine en particulier) et de la glycine (RUSSELL, 2000 ; METPALLY et
REDDY, 2009). La tendance est cependant moins nette que pour les protéines thermostables,
car d’autres acides aminés chargés ou hydrophobes comme ’acide aspartique et ’alanine
sont un peu plus représentés également (METPALLY et REDDY, 2009). En outre, le biais de mu-
tation n’est pas homogéne dans toutes les régions des protéines. Ainsi, c’est dans les boucles
exposées que le biais est le plus fort en faveur d’acides aminés petits et polaires et en déficit
d’acides aminés chargés. Ces boucles sont en outre plus longues de 2% en moyenne, au dé-
triment des hélices o plus courtes de 2% (METPALLY et REDDY, 2009). La contrainte sélective
la plus importante pour les enzymes des organismes psychrophiles ne serait pas tant un pro-
bléme de stabilité qu'un probleme d’efficacité catalytique (GERDAY et al., 1997). Au contraire
des environnements chauds, le facteur limitant devient I’énergie d’activation nécessaire a
la réalisation de la réaction enzymatique (S1pDIQUI et CAVICCHIOLI, 2006). En conséquence,
les protéines des procaryotes psychrophiles ont en général des différences d’enthalpie d’ac-
tivation plus faibles que leurs homologues mésophiles et thermophiles entre 1’état initial et
I’état de transition enzyme-substrat, grace a un nombre plus faible de liaisons non cova-
lentes (Van der Waals, électrostatiques, hydrogénes) devant étre rompues lors de change-
ment de conformation de la protéine (S1ppIQUI et CAVICCHIOLI, 2006). En conséquence, les
protéines psychrophiles ont des efficacités catalytiques (k.q¢) jusqu’a dix fois plus élevées
que leurs homologues méso et thermophiles, bien que leur thermolabilité soit également
plus importante (SAUNDERSs et al., 2003 ; S1ppDIQUI et CAavICCHIOLL, 2006). On peut tirer une
image différente de I’évolution de la stabilité entre protéines d’organismes thermophiles
et psychrophiles, ou les protéines des premiers sont sous une contrainte forte de stabilité
globale de la structure, tandis que les protéines des seconds sont plus thermolabiles du fait
d’un relachement de la pression de sélection liée a la température, sauf localement, autour
du site actif ou des régions impliquées dans les changements de conformation lors de la
reconnaissance du ligand.

I.2.3 Des adaptations a la température similaires chezles organismes
eucaryotes

Partant des nombreux constats établis chez les procaryotes thermophiles, plusieurs re-
cherches ont tenté de transposer ces résultats chez les eucaryotes les plus thermotolérants,
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plutdt par 'étude d’especes modeles que par des études statistiques globales.

Ainsi, la comparaison de 'expression des génes du champignon Chaetomium thermo-
philum, dont la température optimale de croissance s’établit entre 50 et 55°C, avec celui
de lespéce fortement apparentée Chaetomium globosum vivant a 24°C, révele ’absence de
réponse thermo-induite de certaines protéines (par exemple des chaperonnes ou protéines
heat-shock) par rapport a 'espece mésophile, ce qui argumente en faveur d'une véritable
thermotolérance de 'espéce (Bock et al., 2014). NooRT et al,, 2013 ont effectivement re-
trouvé plusieurs adaptations similaires chez C. thermophilum a celles observées chez les
procaryotes thermophiles : réduction de la taille du génome, grace a la diminution du
nombre de genes codant des protéines, de plus courts introns et régions intergéniques, ainsi
qu’un biais dans I'usage des acides aminés comparé a C. globosum. Ainsi, les protéines de
C. thermophilum, Thermomyces lanuginosus, Talaromyces thermophylus, Thielavia terrestris
et Thielavia heterothallica (ces deux derniers vivant a des températures élevées sur les prai-
ries semi-arides du Nouveau Mexique) montrent un remplacement préférentiel de la lysine
par l'arginine, de ’acide aspartique par I’acide glutamique, et de la threonine par I’alanine,
et une sur-représentation des prolines comparativement a des espéces mésophiles proches.
En outre, on observe également un remplacement préférentiel de la glycine par I’alanine, ce
qui stabilise les hélices o, et, chez C. thermophilum, une surreprésentation de cystéines qui
pourrait contribuer a la stabilité des protéines par des interactions dans le cceur protéique.
Ces deux derniers biais sont spécifiques a ces champignons et n’ont pas été relevés chez
les procaryotes. Globalement, I'indicateur IVYWREL, établi a 'origine pour les organismes
procaryotes (ZELDOVICH, BEREZOVSKY et Eugene I. SHAKHNOVICH, 2007), montre une bonne
corrélation avec les températures de croissance de ces champignons, tiré notamment par
I’arginine ainsi que la tyrosine, l'isoleucine et le tryptophane qui pourraient jouer un role
dans la compacité du coeur hydrophobe des protéines (NOORT et al., 2013). Ainsi, certains
acides aminés chargés (arginine, acide glutamique) sont favorisés, tandis que des acides ami-
nés polaires (thréonine) sont moins présents. En prenant en compte 457 protéines, HOLDER
et al., 2013 identifient que le biais CvP (acides aminés chargés contre polaires) montre un
biais positif important pour U'espéce C. thermophilum, en accord avec les résultats sur les
protéomes de procaryotes thermophiles pour lesquels le biais en faveur d’acides aminés
chargés a la surface de la protéine est récurrent. Ce mécanisme n’est cependant pas le seul
permettant d’augmenter la stabilité de la protéine chez les eucaryotes.

Le cas des animaux endothermes est particulierement intéressant. En effet, la tempéra-
ture de vie des vertébrés homéothermes (mammiféres et oiseaux) est plus élevée que celle
des vertébrés ectothermes (poissons, amphibiens, reptiles). En pratique, les protéines des
homéothermes dont les températures internes varient entre 35 et 42°C pourraient étre consi-
dérées comme au moins thermotolérantes. G.-Z. WANG et LERCHER, 2010 montrent qu’on
retrouve effectivement un biais dans 'usage des acides aminés des homéothermes par rap-
port aux ectothermes, qui ne s’explique pas uniquement par les contenus en G+C différents
entre les deux groupes. Ainsi, les indicateurs CvP et ERK (E+R+K-D-N-Q-T-S-H-A) cor-
relent fortement avec la température interne des organismes, et les ARN ribosomiques des
vertébrés endothermes présentent un contenu en G+C plus élevé que celui des ectothermes.
Toutefois, bien que I'effet soit significatif, il reste relativement faible, ce qui s’explique peut-
étre par le fait que les vertébrés ectothermes ne sont pas nécessairement toujours plus froids
que les homéothermes et sont vraisemblablement eurythermaux dans une certaine mesure.
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Ainsi les indices ne corrélent pas avec les températures environnementales théoriques des
vertébrés ectothermes qui doivent pouvoir s’adapter a des variations de température. En
outre, l'effet de la température entre ces deux groupes est difficile a observer rigoureuse-
ment, étant donné que les caracteres endotherme et ectotherme sont partagés au sein des
groupes monophylétiques. Il n’existe par conséquent pas d’espéces sceurs au sein des ver-
tébrés qui vivraient a des températures radicalement différentes. Aprés contrdle du lien
phylogénétique entre les especes, les fréquences des acides aminés C, D, M, N, Q, S, T cor-
relent négativement avec la température de vie des vertébrés, tandis que les acides aminés
R et P sont plus représentés. L’indicateur ERK est toujours significativement corrélé avec
le caractére endothermique, mais le biais est tres faible (G.-Z. WANG et LERCHER, 2010).

En conclusion, il apparait que dans le cas des eucaryotes, bien que la gamme de tempé-
rature de vie soit plus restreinte que celle observée chez les procaryotes, on puisse retrouver
dans leurs protéines un certain nombre de signaux d’adaptations a la température. L’indice
CvP en particulier ressort comme étant le plus fiable pour discriminer les températures de
croissance autant chez les procaryotes que chez les eucaryotes (HOLDER et al., 2013; G.-Z.
WANG et LERCHER, 2010). C’est un résultat attendu, puisque les bases thermodynamiques
du repliement et de la stabilité des protéines sont identiques dans tout le vivant. Toutefois,
la question du modele d’étude se pose, en particulier chez les animaux pour lesquels les
températures de vie sont souvent corrélées avec la phylogénie. Ceci rend la mise en évi-
dence d’adaptations strictement liées a la température plus difficile, car il faut s’affranchir
des effets confondants liés a ’héritage phylogénétique des especes (contenu en GC ou en
purine).

I.2.4 Des adaptations moléculaires a la température étudiées dans
la lignée des Alvinellidae

La famille des Alvinellidae représente un modele d’étude exceptionnel au sein des ani-
maux pour observer les adaptations a la température. En effet, certains Alvinellidae, tels
A. pompejana et P. sulfincola, font partie des animaux les plus thermotolérants connus ac-
tuellement (GIrRGUIs et LEE, 2006; Ravaux et al., 2013), mais la famille comprend égale-
ment des espéces proches vivant sur toutes les gammes de températures connues pour les
métazoaires (COTTIN et al., 2008; JOLLIVET et Stéphane HOURDEzZ, 2020). Cette diversité
écologique au sein de la famille permet ’application de contrastes phylogénétiques pour
déterminer rigoureusement quels traits sont associés a des adaptations a la température, et
quels traits sont seulement dus a ’héritage génétique des espéeces. En effet, en tant qu’in-
vertébrés ectothermes, on s’attend a ce que la température de vie de ces organismes en-
gendre des adaptations moléculaires, de la méme maniére que ce qui a été observé chez
les procaryotes psychrophiles et thermophiles et certains eucaryotes vivant a des tempé-
ratures élevées. Comme nous I’avons rappelé, une limitation importante a 'adaptation des
eucaryotes et plus spécifiquement des animaux aux températures extrémes est lié au méta-
bolisme de 'oxygene, et plus spécifiquement a la baisse fonctionnement des mitochondries
aux températures élevées (PORTNER, 2002). Il est d’autant plus remarquable que les Alvinel-
lidae aient réussi a coloniser les cheminées hydrothermales, dont 'environnement est a la
fois hypoxique et chaud, alors que la plupart des espéces hydrothermales vivent dans des
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habitats plus froids et mieux oxygénés (Stéphane HOURDEZ et JOLLIVET, 2020).

Ainsi, il a été montré que les protéines d’A. pompejana sont globalement plus stables
que leurs homologues chez d’autres especes. On peut donner ’exemple du collagéne cuticu-
laire, stable jusqu’a une température de 46°C chez le ver de Pompéi, soit 17°C de plus que la
protéine homologue des annélides des cotes tempérées. Dans cette protéine, les caractéris-
tiques moléculaires connues pour stabiliser le collagene chez les vertébrés sont amplifiées,
comme la quantité de proline et de triplets impliquant la glycine dans les hélices (SicoT et
al., 2000). Cette température de dénaturation est proche de la limite de vie d’A. pompejana,
et par comparaison le collagéne cuticulaire de P. grasslei est stable jusqu’a 35°C, soit 11°C de
moins (Francoise GAILL et al., 1995). A noter qu'une fois assemblée en fibriles, la supramolé-
cule de collagéne a une température de dénaturation qui peut augmenter de 20°C par rapport
a la molécule seule (MANN et al., 1996). La thermostabilité d’autres protéines d’A. pompe-
jana a également été comparée a leurs homologues humaines : ainsi TADN polymérase
Poly est toujours active a 49°C chez A. pompejana, comparativement a 43°C chez 'Homme
(KasHiwaat et al., 2010), ou encore le facteur d’épissage U2AF65 est 6°C plus stable chez
A. pompejana (HENSCHEID et al., 2005). La Superoxyde Dismutase Cu/Zn est également plus
stable chez A. pompejana que chez son homologue humain (SHIN, DIDONATO, BARONDEAU,
Hura, HitowMmr et al., 2009). Dans le cas de ’hémoglobine géante extracellulaire toutefois,
bien que la protéine présente des caractéristiques propres au milieu de vie d’A. pompejana
(plus haute affinité pour 'oxygene jusqu’a 45°C par rapport a d’autres annélides, effet Bohr
prononcé pour relacher 'oxygene dans les tissus plus acides) ; elle n’est stable qu’en dessous
de 50°C, ce qui ne la distingue pas de ’hémoglobine du lombric (TouLMOND et al., 1990).
Toujours chez A. pompejana, les protéines ribosomales sont enrichies en arginine, proline
et tyrosine et appauvries en glycine et phénylalanine par rapport a leurs homologues chez
les lophotrochozoaires, ce qui corréele avec des attendus de stabilité établis chez les espéces
procaryotes (JOLLIVET, MARY et al., 2012).

Des différences de stabilité entre les protéines des Alvinellidae ont également été mesu-
rées entre les espéces chaudes et froides de la famille. JoLLIVET, DESBRUYERES et al., 1995 ont
observé que l'activité résiduelle de trois allozymes (I’aspartate-amino transferase AAT, la
glucose-6-phosphate isomerase GPI et la phosphoglucomutase PGM) apreés incubation a dif-
férentes températures distinguait les especes chaudes A. pompejana, A. caudata, P. sulfincola
et Paralvinella hessleri et froides P. palmiformis, P. grasslei, Paralvinella pandorae irlandei et
P. p. pandorae. Ainsi, 'AAT et la GPI issues des espéces chaudes conservent 80% de leur ac-
tivité résiduelle (7g() entre 46 et 61°C, tandis que les allozymes des especes froides ont des
T5o entre 32 et 53°C. La différence est moins marquée en ce qui concerne la PGM, avec des
Tgo entre 26 et 46°C pour toutes les espéces. On note toutefois qu’A. pompejana, qui est pro-
bablement I'espece la plus thermotolérante des Alvinellidae (considérant que ses protéines
sont systématiquement les plus stables ou parmi les plus stables dans les études compa-
ratives avec d’autres especes de la famille, y compris dans cette thése) présente 1a aussi
un variant de PGM le plus stable a 46°C. En se concentrant sur les espéces P. sulfincola et
P. palmiformis, RINKE et LEE, 2009 ont montré que I'activité de ’alanopine déshydrogenase,
strombine déshydrogenase, citrate synthase et lactate déshydrogenase étaient maintenues
jusqu’a 50-60°C chez P. sulfincola, et 35-50°C chez P. palmiformis. Les enzymes de P. palmi-
formis étaient 5 a 15°C moins stables que chez P. sulfincola. Par conséquent, bien que les
especes froides des Alvinellidae soient vraisemblablement eurythermales sur une gamme
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assez large de températures entre 10 et 30°C, des différences d’adaptation notables entre les
protéines des deux groupes d’especes sont déja mesurables. Un dernier point intéressant
a noter est la présence d’alleles avec des stabilités treés différentes chez certaines especes.
JoLLIVET, DESBRUYERES et al., 1995 rapportent la présente de deux variants de ’AAT chez
P. sulfincola, ayant des Ty, de 46 ou 56°C. La variabilité est plus grande encore pour la PGM,
avec trois variants chez P. sulfincola (13 de 22°C pour ’alléle 78, 24°C pour l'allele 66 et
36°C pour l’allele 90) et deux chez A. pompejana (23°C pour 'alléle 100 et 46°C pour I'allele
90). La répartition de ces derniers variants dans les populations sauvages a été étudiée plus
en détail pour A. pompejana. Les alléles 90 et 100 de la PGM sont répartis environ a 50% de
fréquence dans les populations, en revanche 1’allele 90 (le plus stable) est majoritaire sur les
nouvelles cheminées hydrothermales les plus chaudes (diffuseurs d’anhydrite), tandis que
’allele 100 est plus représenté sur les cheminées en cours de refroidissement. D’autres rai-
sons pourraient expliquer cette répartition (déséquilibre de liaison avec d’autres loci sous
sélection balancée), néanmoins il faut garder a I'esprit que le polymorphisme important
dans les especes actuelles engendre certainement une variabilité intra-espéece de la tolé-
rance a la température (RAvauX et al., 2013).

Concernant les changements de composition en acides aminés des protéines, des biais si-
milaires a ceux observés chez les procaryotes thermophiles et certains eucaryotes thermoto-
lérants ont été également relevés chez certaines especes d’Alvinellidae. Ainsi, FONTANILLAS
et al., 2017 ont montré une prédominance de résidus polaires et aliphatiques chez les es-
péces froides P. grasslei et P. p. irlandei, au contraire d’une plus grande fréquence de résidus
chargés et hydrophobes chez les espéces chaudes A. pompejana, P. sulfincola, A. caudata, et
Paralvinella fijiensis parmi 423 génes orthologues. La nature des remplacements n’est tou-
tefois pas équivalente : ainsi chez P. grasslei, c’est surtout ’abondance de résidus polaires
qui ressort, tandis que P. p. irlandei a un nombre plus important de résidus aliphatiques,
peut-étre di a des temps différents d’adaptation au froid chez ces deux espéces qui serait
plus ancien pour P. p. irlandei (FONTANILLAS et al., 2017). En outre, I’étude du fl—fsv sur une
phylogénie élargie avec d’autres lophotrochozoaires montre que la branche menant a la
lignée des Alvinellidae présente des signes de sélection positive. Sur la base de 335 génes
orthologues, 40 codons sont ainsi mis en évidence avec des remplacements préférentiels de
résidus chargés par des résidus hydrophobes, et encore plus fortement des résidus polaires
par des résidus hydrophobes (JOLLIVET, MARY et al., 2012). Au contraire, au sein de la li-
gnée, le ‘;—JSV moyen des génes est trés faible, entre 0,01 et 0,04 (FONTANILLAS et al., 2017),
suggérant une forte sélection purifiante a I’échelle de la famille (a titre de comparaison, les
‘fl—’; moyen au sein des mammifeéres s’établissent entre 0,2 et 0,25, et celui des huitres et tu-
niciers, qui ont des tailles de population et temps de génération similaires aux Alvinellidae,
évolue entre 0,10 et 0,20, JOLLIVET, MARY et al., 2012). Ce i—g’ est encore plus faible sur les
branches menant aux especes chaudes. Ces différences sont des arguments en faveur de
I'acquisition du caractere thermophile par I'ancétre de la famille, puis un maintien de ce
caractere par une forte sélection purifiante menant aux espéces chaudes contemporaines.
Au contraire, la colonisation des zones plus froides des milieux hydrothermaux serait inter-
venue dans un second temps, comme en témoigne un relachement sélectif plus important
sur les branches menant aux especes froides contemporaines (FONTANILLAS et al., 2017).
Ces remplacements sont illustrés en figure 1.9, ou les branches menant aux especes froides
portent une divergence plus importante, avec des remplacements préférentiels d’acides ami-
nés considérés comme associés a une déstabilisation des protéines par rapport aux branches
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chaudes moins divergentes de I’ancétre de la famille.
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Composition en acides aminés
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FIGURE 1.9 - Biais en acides aminés et remplacements préférentiels dans la phylogénie
des Alvinellidae. Le biais entre les acides aminés associés aux especes chaudes (PAYLE)
et froides (DGMS) explique une parte importante de la variabilité du protéome, indépen-
damment du biais en GC. Le nombre de mutations vers les acides aminés PAYLE ou DGMS
est reporté en rouge ou en bleu sur les branches de la phylogénie des alvinellidae. Adapté
de FONTANILLAS et al., 2017.
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Certains biais de composition en acides aminés établis chez les procaryotes thermo-
philes ont aussi pu étre observés chez les Alvinellidae. Le protéome d’A. pompejana, apres
contrdle du biais dii aux différents contenus en G+C, révele un enrichissement en lysine
et arginine (résidus chargés) et en alanine et proline, et une fréquence moindre de valine,
méthionine et glycine (JOLLIVET, MARY et al., 2012). Il est intéressant de noter que ’enrichis-
sement en alanine, s’il n’a pas été relevé chez les procaryotes thermophiles, avait déja été
noté dans le protéome de plusieurs champignons thermophiles dont Chaetomium thermo-
philum (NooRT et al., 2013). Le biais en acides aminés chargés par rapport aux polaires, CvP,
semble rester I'indicateur le plus robuste pour établir la thermotolérance de A. pompejana.
Ainsi, selon HOLDER et al., 2013, il s’agit du seul indicateur qui classe systématiquement
les protéines d’A. pompejana comme étant plus thermostables. FONTANILLAS et al., 2017
notent cependant qu’en prenant en compte le transcriptome de six especes d’Alvinellidae
(deux especes froides, quatre espéces chaudes), les indices EK/QH vs. IVYWREL permettent
de distinguer les especes chaudes et froides de la famille. Dans cet article, les auteurs dé-
veloppent un indice de thermotolérance propre aux Alvinellidae, qui sépare les espéces
chaudes et froides apres controle du contenu en G+C des génomes et présenté en figure 1.9.
Ainsi, la proline, alanine, tyrosine, leucine, acide glutamique (PAYLE) sont enrichis chez les
especes chaudes, au détriment de I’acide aspartique, glycine, méthionine et sérine (DGMS).
Cet indicateur est établi sur la base d’un jeu de 423 séquences orthologues provenant de
6 espéces d’Alvinellidae, et il serait intéressant de 1’éprouver sur un nombre de séquences
plus grand, incluant notamment plus d’espéces de la famille pour tenir compte du contraste
phylogénétique entre les especes (FONTANILLAS et al., 2017). En effet, au niveau de la famille,
ces enrichissements chez les espéces chaudes ne se retrouvent pas nécessairement sur les
mémes genes orthologues. Ceci suggere que I'héritage phylogénétique des especes a aussi
pu favoriser la fixation de certaines mutations par rapport a d’autres, tout en explorant
un paysage mutationnel large qui aboutit a des convergences évolutives phénotypiques si-
milaires (en pratique, le AG° correspondant a la réaction de dénaturation de la protéine,
(FONTANTILLAS et al., 2017 ; HART et al., 2014)).

Aussi, tout changement relatif a la stabilité des protéines, et donc a la composition
moyenne en acides aminés, n’est pas lié a des adaptations a la température. D’autres fac-
teurs peuvent intervenir et brouiller le signal, sur certaines protéines particuliéres ou sous-
ensembles du protéome. C’est le cas notamment de la profondeur de vie des especes (pres-
sion hydrostatique) qui peut induire des biais similaires a I'adaptation aux températures
froides et affecter de maniére différente certaines protéines issues d’especes hydrother-
males profondes par rapport a des especes proches de surface (DAHLHOFF et SOMERO, 1991 ;
JOLLIVET, MARY et al., 2012). Comme prédit par ’hypothese d’évitement des formes dénatu-
rées (misfolding avoidance hypothesis, RAzBAN, 2019), 'augmentation de la concentration
d’une protéine, comme observée dans le cas des hémoglobines de mammiféres sous-marins,
tend a augmenter leur stabilité. Ces hémoglobines ont par exemple une charge nette plus
élevée des acides aminés exposés, ce qui pourrait se confondre avec le biais CvP lié a la tem-
pérature, probablement pour éviter leur agrégation entre elles ou avec d’autres protéines
(Isogar et al., 2018). D’autres mécanismes adaptatifs peuvent aussi augmenter la thermoto-
lérance des animaux : ainsi, contrairement a A. pompejana, ’expression de protéines chape-
ronnes est en permanence élevée chez P. sulfincola, ce qui pourrait impliquer que certaines
protéines de cet animal se replient dans un micro-environnement relativement différent du
cytosol et soient potentiellement moins stables que celles d’A. pompejana bien que les deux
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especes vivent a des gammes de température similaires (D1LLY et al., 2012).

De ces observations, la question principale a laquelle cette thése tente de répondre est
la suivante :

L’ancétre commun des Alvinellidae était-il déja une espéce thermotolérante des
sources hydrothermales de I’Océan Pacifique?

Un certain nombre de questions corollaires sont associées a cette problématique :

1. Quelle est I'histoire évolutive des Alvinellidae ? Quel scénario a vraisemblablement
permis la colonisation ancestrale des sources hydrothermales du Pacifique par les
Alvinellidae ? Cette histoire souscrit-elle a origine abyssale de la faune moderne
hydrothermale ?

2. Les espéces contemporaines montrent-elles réellement des signes forts d’adaptation
a la température? La stabilité des protéines est-elle une bonne approche pour éva-
luer cela? En effet, les especes froides montrent souvent un caractére eurytherme et
peuvent survivre a des températures supérieures a leur température de confort sur
des temps courts d’exposition.

3. La thermotolérance ou la perte de thermotolérance des espéces contemporaines est-
elle apparue plusieurs fois au cours de I’évolution de la lignée ? Et si oui, les méca-
nismes moléculaires mis en ceuvre sont-ils similaires ?

4. Sil’ancétre des Alvinellidae était déja une espece thermophile, peut-on affirmer que
I’espeéce colonisait déja le pole chaud de I’habitat hydrothermal (murs des cheminées),
ou y a-t-il d’autres hypothéses plausibles pour expliquer ce résultat?

Pour répondre a cette problématique, nous avons choisi de reconstituer quelques pro-
téines choisies de 'ancétre de la lignée des Alvinellidae, et de comparer leur stabilité a la
température avec celles d’especes contemporaines de la lignée dont I’écologie est connue.
Cette méthode est appelée Ancestral Sequence Reconstruction (ASR) et a déja été proposée
pour élucider les températures de vie d’organismes vieux de plusieurs centaines de millions
d’années, aussi bien sur des séquences protéiques (GAUCHER, GOVINDARAJAN et GANESH,
2008) que nucléotidiques (Boussau et al., 2008).

I.3 Approche envisagée pour caractériser les phénotypes

ancestraux des Alvinellidae

I.3.1 Mise en place d’'une phylogénie compléte et robuste des Alvi-
nellidae

La premiere étape de la thése, et qui constitue le premier chapitre de ce manuscrit, était
d’établir une phylogénie des Alvinellidae qui intégre 'ensemble des données moléculaires
disponibles actuellement pour la famille. Des extractions d’ARN ont été effectuées sur diffé-
rentes especes d’Alvinellidae, Ampharetidae et Terebellidae au sein de I’équipe DYDIV a la
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suite de plusieurs campagnes dans 'océan Pacifique effectuées depuis 2004 et d’échantillons
cotiers récoltés en Terre Adélie (station Dumont d’Urville, 2011) et sur la cote roscovite. A
cela s’ajoute les données de séquencage du transcriptome obtenues pour ’espece indienne
Paralvinella mira par HAN et al.,, 2021 et le génome assemblé au niveau chromosomique de
I'espece A. pompejana (EL HiLALI et al., 2024).

La famille des Alvinellidae, selon les descriptions morphologiques établies initialement
par Desbruyeéres et Laubier, est divisée en deux genres, Alvinella et Paralvinella DESBRUYERES
et LAUBIER, 1986. Le genre Alvinella regroupe seulement deux especes A. pompejana et
A. caudata, qui sont trés similaires et vivent en syntopie. A lorigine, A. caudata avait été
décrite comme une forme ontologique juvénile de A. pompejana, bien que les auteurs aient
noté quelques singularités, notamment le fait que la forme juvénile (A. caudata) était plus
grande (DESBRUYERES et LAUBIER, 1980). La subdivision en deux espéces distinctes a ensuite
été rapidement effectuée a la suite de ’analyse génétique de leurs polymorphismes. Les es-
péces Alvinella ont toutes deux des filaments branchiaux secondaires plats, une paire de
tentacules buccaux modifiés épais chez les males (qui intervient lors de ’accouplement) et
un plastron ventral duquel les animaux sécrétent un tube résistant et minéralisé dans lequel
ils vivent (JOLLIVET et Stéphane HOURDEZ, 2020). Ces critéres les distinguent des espéces Pa-
ralvinella, qui possédent des branchies sur lesquels les filaments secondaires, cylindriques,
sont implémentés en peigne ou en buisson, des tentacules buccaux qui ont des formes va-
riables au sein du genre et qui ne possedent pas de plastron ventral, sécrétant un mucus
qui peut étre plus ou moins épais selon la température de vie de I’'animal (DESBRUYERES
et LAUBIER, 1991; JOLLIVET et Stéphane HOURDEZ, 2020). Ces critéres peuvent cependant
montrer une grande plasticité au sein de la famille. Paralvinella sp. nov., par exemple, pré-
sente un bouclier ventral moins marqué que les Alvinella mais remarquable, et sécréte un
tube plus minéralisé bien que I'espece présente tous les critéres morphologiques des Pa-
ralvinella (Didier Jollivet, communication personnelle). En outre, les données moléculaires
peuvent venir en contradiction avec la phylogénie proposée par Desbruyéres et Laubier,
notamment en ce qui concerne la monophylie du genre Paralvinella. La figure 1.10 montre
deux phylogénies établies par (JoLLIVET et Stéphane HOURDEZ, 2020). La phylogénie 1.10A.
est basée sur la concaténation de 278 transcrits orthologues, et supporte la monophilie du
genre. Au contraire, la phylogénie 1.10B. utilise le géne COI, et place les especes P. p. pando-
rae et P. p. irlandei comme soeurs des autres especes d’Alvinellidae. D’autres phylogénies
moléculaires récentes, notamment STILLER, TILIC et al., 2020, supportent aussi I’hypothese
que les espéces P. pandorae sont soeurs des autres Alvinellidae.
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FIGURE 110 - (A) Phylogénie basée sur 278 transcrits orthologues obtenue par
RaxML en utilisant le modéle GTR. - Ps : P. sulfincola, Pf : P. fijiensis, Pa : P. palmi-
formis, Pg : P. grasslei, Ph : P. hessleri, Pu : P. unidentata, Pp : P. p. irlandei, Ac : A. caudata,
Ap : A. pompejana, Am : Amphitrides spp. (B) Phylogénie basée sur une séquence par-
tielle du gene Cox1 obtenue par PhyML en utilisant le modéle de substitution K2P.
- Ppalm : P. palmiformis, Pgrass : P. grasslei, Pfidj : P. fijiensis, Psulf : P. sulfincola, Apomp :
A. pompejana, Ac : A. caudata, PpandN : P. p. pandorae, PpandS : P. p. irlandei, Pkore : Pecti-
naria koreni. Les points rouges indiquent la subduction de la plaque Farallon sous la plaque
Américaine, 25 millions d’années. Tiré de JoLLIVET et Stéphane HOURDEZ, 2020.
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Il est intéressant de remarquer que des données moléculaires pour I'espece P. unidentata
n’ont pas été intégrées dans la phylogénie de STILLER, TILIC et al., 2020. Or cette espece
a une morphologie particuliére. En effet, I'absence de tentacules buccaux chez les maéles
rapproche l'espéce de Paralvinella pandorae, ainsi que I'implantation des filaments bran-
chiaux en peigne et 'absence de lobes notopodiaux digitiformes chez ces espéces. Ces cri-
téres avaient amené a regrouper les especes P. unidentata, P. p. irlandei et P. p. pandorae au
sein du sous-genre Nautalvinella (DESBRUYERES et LAUBIER, 1993). Pourtant, certains carac-
teres comme la forme aplatie des filaments secondaires des branchies de P. unidentata sont
partagés uniquement avec les deux especes Alvinella. Cette espéce semble par conséquent
emprunter des caractéres aux deux genres, et sa place dans la phylogénie des Alvinellidae
pourrait également permettre d’affirmer la position de P. p. irlandei dont elle pourrait étre
une espece soeur.

Le genre Paralvinella est également divisé en deux autres sous-genres, Miralvinella, re-
groupant les especes P. hessleri, Paralvinella dela et Paralvinella bactericola, ainsi que le
sous-genre Paralvinella, regroupant P. palmiformis, P. grasslei, P. fijiensis et P. sulfincola
(DESBRUYERES et LAUBIER, 1993). Ces deux sous-genres sont principalement définis par la
forme des tentacules buccaux (respectivement pointus et torsadés ou tri-lobés), la taille des
individus, comprenant moins de segments chez les Miralvinella, et la position du premier
tore uncinigere, plus antérieur chez les Miralvinella. HAN et al., 2021, sur la base des mar-
queurs COI, 16S et 18S, ainsi que de la forme des tentacules buccaux pointus et plus épais,
classe P. mira parmi les Miralvinella, et notamment plus proche de P. hessleri. Cette espece
n’a pour l'instant pas été intégrée dans une phylogénie complete des Alvinellidae incluant
de plus nombreux marqueurs moléculaires. A noter également que nous ne disposons pas
de séquences pour les deux autres especes soeurs de Miralvinella, P. dela et P. bactericola, qui
sont plus rares et n’ont pas pu étre échantillonnées pour un séquencage de transcriptomes.

En outre, la qualité des différents transcriptomes a notre disposition est variable d’'une
espece a 'autre. Notamment, les données de I'espece P. p. irlandei sont plus fragmentées
et moins couvertes par l'effort de séquencage, or c’est 'une des espéces dont la place dans
la phylogénie nous intéresse le plus. Notons qu’il s’agit des mémes données moléculaires
utilisées par STILLER, TiLIiC et al., 2020 dans une phylogénie plus large des Terebellofor-
mia. Pour les autres espéces, des échantillonnages et séquencages plus récents des espéces
ont permis d’obtenir des transcriptomes de treés bonne qualité pour I’étude phylogénétique
(développé en chapitre 1).

La divergence des premieres lignées de la famille pourrait remonter au Crétacé (-70
millions d’années) voire au Jurassique (-200 millions d’année) selon JoLLIVET et Stéphane
HourpEz, 2020, comme présenté en figure 1.10. Cette évaluation s’appuie sur la date esti-
mée de la subduction de la plaque Farallon sous la plaque Nord Américaine entre 23 et 34
millions d’années, qui aboutit a la séparation des champs hydrothermaux de Juan de Fuca
et de la dorsale Est Pacifique (TUNNICLIFFE, 1988). Dans le cas des Alvinellidae, il s’agit
d’un point pertinent car cet événement peut étre associé a la divergence des especes soeurs
P. p. irlandei et P. p. pandorae, P. grasslei et P. palmiformis ainsi que P. dela et P. bactericola.
La résolution de noeuds anciens pour lesquels le signal phylogénétique est moindre peut
aboutir a des erreurs systématiques dans I’établissement des arbres optimaux, en particulier
si des données sont manquantes pour une espece importante dans la résolution du noeud,
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comme cela peut-étre le cas pour 'espéce P. p. irlandei. Outre les erreurs statistiques, de
réels processus biologiques peuvent brouiller le signal de ’arbre des espéces. Ce point sera
abordé en détail au chapitre 1, lors de la résolution de la phylogénie, mais quelques aspects
théoriques peuvent étre définis au préalable.

Lors de la divergence entre deux lignées, deux processus biologiques principaux peuvent
aboutir a des discordances entre les histoires individuelles des genes et les histoires des
especes, présentés en figure I.11. Le premier est le tri incomplet de lignées (ILS), qui suppose
que le polymorphisme allélique précédent la divergence entre des lignées peut amener a la
fixation d’alleles différents qui n’ont pas le méme coalescent que celui prévu par I’arbre des
especes. Dans la figure 1.11, le coalescent entre les alléles bleus précede la divergence des
lignées A+B et C. Dans la lignée B, I’allele bleu clair est fixé, tandis que ’allele bleu foncé est
fixé dans la lignée A, résultant dans un arbre du géne présentant une topologie différente
de celle de 'arbre des especes (PEASE et al., 2018; L. Car et al., 2021).
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FiGure 1.11 - Tri de lignées incomplet et introgression interspécifique. Le tri de lignées
incomplet (ILS), illustré par les alléles bleus, ainsi que I'introgression interspécifique illus-
trée par les alléles oranges aboutissent a des discordances entre arbres des génes et arbre
des especes. Les fréquences des histoires de génes doivent étre biaisées dans le cas de I'in-
trogression interspécifique, qui au contraire de I'ILS n’est pas aléatoire entre les lignées.
Adapté de L. Car et al., 2021.
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Dans les méthodes de phylogénie classiques ou les séquences de plusieurs geénes sont
concaténées pour produire un arbre unique des especes, ce probléme est ignoré. Certains
algorithmes permettent de partitionner le jeu de données pour permettre a différentes por-
tions de 'alignement du supergene d’évoluer a des vitesses différentes (CHERNOMOR, VON
HAESELER et MINH, 2016), mais cela ne résout pas la question des incongruences dans les
histoires de genes. HunsoN et COYNE, 2002 ont montré, dans ’hypothése de deux popula-
tions séparées pour lesquelles les seules forces évolutives en jeu sont la mutation et la dérive
génétique, que les temps nécessaires pour atteindre un tri complet des lignées est tres long.
Pour atteindre 50% de tri de lignées entre les deux branches descendantes de ’ancétre (c’est
a dire que 50% des loci de chaque branche sont fixés), il est nécessaire d’attendre 4 a 7 N
générations, avec [V la taille efficace de population. Pour atteindre 95% de tri de lignées,
correspondant au cas d’un arbre unique pour les génes, 9 a 12 N générations sont requises.
Dans ce calcul, pour une espece avec une taille efficace d’'un million d’individu et des temps
de génération de cinq ans, le tri de lignées n’est complet qu’apres 50 millions d’années. Cet
ordre de grandeur est vérifié dans des groupes comme les marsupiaux, dont la radiation date
d’environ 60 millions d’années et pour lesquels 50% du génome de certains représentants
montre du tri incomplet de lignées (FENG et al., 2022). Chez ces animaux, I'incongruence
entre histoires des génes et histoire des especes a des conséquences directes sur certains
traits morphologiques (formes des os et des dents) qui font se ressembler davantage sur ces
caracteres des espéces qui sont pourtant plus éloignées les unes des autres dans ’arbre des
especes.

Un second mécanisme qui peut intervenir pour expliquer la différence dans les histoires
des génes est 'introgression inter-spécifique. Dans ce cas, le transfert de genes est spéci-
fique entre deux lignées dont la divergence a commencé mais qui peuvent encore s’ hybri-
der. Comme précédemment, cela aboutit a un arbre de génes différent de 'arbre des especes
comme illustré en figure 1.11. En revanche, comme ce processus n’est pas aléatoire entre les
lignées, il aboutit a un déséquilibre dans les fréquences des histoires de géne observées (L.
Car et al, 2021; PEASE et al., 2018). Ce déséquilibre peut étre plus ou moins fort selon le
coefficient de sélection sur le fragment de génome introgressé et le taux de migration entre
les populations en cours de spéciation (MARTIN et VAN BELLEGHEM, 2017). Le déséquilibre
entre les topologies de génes peut varier entre les chromosomes et le long du chromosome.
Le signal est donc plus simple a détecter dans le cas ou 'on peut comparer des structures
chromosomiques entiéres, sur lesquelles des fenétres d’introgression peuvent apparaitre.
Dans le cadre de cette these, nous avons utilisé des données transcriptomiques qui peuvent
provenir de l'intégralité du génome des espéces. Toutefois, les mémes principes peuvent
s’appliquer, y compris si 'on veut déceler I'effet de ces phénomeénes dans des populations
ancestrales.

Pour tenir compte des incongruences entre histoires de génes et histoire des espéces,
différentes méthodes ont été développées qui en général s’appuient sur I’établissement des
arbres de génes de facon indépendante, puis sur la résolution de I’histoire commune de ces
genes soit par modélisation empirique, soit par optimisation mathématique du super-arbre
(L1u, YU et EDWARDS, 2010; ZHANG et al., 2018). Ce genre d’approche est possible avec des
données de transcriptomes. Théoriquement, ces modéles surpassent ’approche de conca-
ténation des génes qui suppose une histoire évolutive unique. Toutefois, ils se heurtent aux
erreurs d’estimation pour retracer la topologie de chaque arbre de géne (GTEE). Celles-ci

_43_



peuvent fausser les résultats. MoLLOY et WARNOW, 2018 ont montré sur des simulations
que la qualité des résultats de I'arbre des espéces dans un modéle de coalescent dépend tres
fortement de la qualité des arbres de génes. Comme illustré en figure 1.12, les modéles de
coalescent ont de meilleures performances que la méthode de concaténation a partir d'un
taux de tri de lignée incomplet élevé (40% de différence en moyenne entre les arbres de genes
et arbre des espéces) sous réserve que le taux d’erreur pour obtenir 'arbre soit relative-
ment faible (moins de 50%). Pour de fort GTEE en revanche, la méthode de concaténation,
qui permet de sommer 'information phylogénétique sur un plus grand nombre de sites, est
systématiquement meilleure (bien que les performances soient dans tous les cas mauvaises
pour un ILS fort couplé a un GTEE fort). Il s’agit d’'une véritable limite a I'utilisation pra-
tique des modeles de coalescent, puisqu’en général I'ILS va tendre a étre important sur les
branches les plus courtes, qui sont également celles captant le moins d’information phylo-
génétique et les plus propices a étre mal estimées par des alignements de séquences courtes
associées a la taille des genes. Les méthodes phylogénétiques qui utilisent des données gé-
nomiques peuvent s’appuyer sur de plus longs alignements de séquences, mais ce n’est
pas le cas dans les données de transcrits que nous utilisons dans ce projet. Les méthodes
s’appuyant sur la concaténation des génes restent donc pertinentes a explorer également.
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FiGURE 1.12 - Effet de 'erreur d’estimation des arbres de génes sur un arbre d’especes dans la
théorie du coalescent. CA-ML désigne la méthode de concaténation des genes et résolution
de la phylogénie selon une unique topologie. ASTRAL correspond a la résolution de I’arbre
des especes a partir des arbres de génes par otpimisation du super-arbre, et est le logiciel
utilisé dans le chapitre 1 de cette thése. AD correspond a la distance de Robinson-Foulds
normalisée moyenne entre I’arbre des espéces et I’arbre de génes pour quantifier le niveau
d’ILS, et entre 'arbre de génes inféré et le véritable arbre de genes pour quantifier le GTEE.
Adapté de MoLLoY et WARNOW, 2018.
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I.3.2 Reconstruction de séquences probables de I’ancétre des Alvi-
nellidae

A partir de la phylogénie, la seconde étape du projet de thése était de reconstruire
certaines protéines ancestrales de la lignée des Alvinellidae et de caractériser leur stabi-
lité thermique. Pour cela, nous avions dressé une liste de protéines candidates permettant
d’apporter de potentielles informations supplémentaires sur le paléo-environnement de la
lignée. Ces protéines et leur intérét potentiel sont listées dans le tableau I.2.
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Protéine Longueur | NCBI Fonction Objectif présence
thioredoxine 118 NP_199112.1 réduction de pro- | efficacité des sys- | trouvée chez toutes
téines et résidus | temes  d’oxydoré- | les especes
oxydés (cystéine) duction
thioredoxine reduc- | 516 NP_524216.1 réduction de la thio- | efficacité des sys- | trouvée chez toutes
tase redoxine téemes  d’oxydoré- | les especes
duction
superoxyde dismu- | 157 APZ8838 dismutation des ra- | efficacité des sys- | trouvée dans toutes
tase Cu/Zn dicaux de 'oxygene témes  d’oxydoré- | les espéces
duction
prolyl hydroxylase 595 GAA37183.1 syntheése du colla- | activité en condi- | non trouvée chez
géne tion < 10% O, | P.p.irlandei
chez A. pompejana
(KAULE et al., 1998)
hémoglobine intra- | 124 CAI56311 transport de l'oxy- | hypoxie du milieu, | trouvée chez toutes
cellulaire géne méthode ASR dispo- | les espéces
nible (IsoGar et al.,
2018)
protéines inconnues | 413 & 414 fonction inconnue exprimées en condi- | trouvées et spéci-
8et13 tion hypoxiques | fiques chez tous les
(MARY et al., 2010) Alvinellidae
malate dehydroge- | 403 NP_190336.1 oxydation du | métabolisme anaé- | présent dans toutes
nase cytosolique L-malate en oxaloa- | robie, profondeur | les espéces
cétate potentiellement
(DAHLHOFF et
SOMERO, 1991)
métallothioneine 79 CAA06720.1 affinité pour les mé- | concentration en | trouvée chez
taux Cu, Zn, Cd, Hg métaux lourds P. grasslei, P. palmi-
formis, P. fijiensis,
P. p- irlandei,
P. sp. nov.
nucleotide diphos- | 168 BAU25892.1 hydrolyse de ’ATP température de | trouvée chez toutes
phate kinase I’environnement les espéces
chez  procaryotes
(AKANUMA, 2017)
collagéne fibrillaire 260 AAT85578.1 matrice extracellu- | température de | trouvée dans toutes
laire I'environnement les especes
Francoise GAILL
et al, 1995; Sicor
et al., 2000

TaBLE 1.2 — Protéines candidates pour la reconstruction de séquences ancestrales -
La longueur est indiquée en nombre de résidus par rapport a la référence NCBI répertoriée.
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Le choix des meilleures protéines pour conduire I’expérience de reconstruction de sé-
quences ancestrales se fait d’abord en fonction de la présence des séquences contempo-
raines dans les transcriptomes a notre disposition, de la possibilité d’exprimer la protéine
en systéme hétérologue, et de la pertinence des informations que ces protéines peuvent
nous apporter sur le paléo-environnement des Alvinellidae.

I.3.3 Méthodes de reconstruction des protéines ancestrales

La méthode de reconstruction de séquences ancestrales (ASR) permet, a partir de I’ali-
gnement de séquences contemporaines orthologues et de leur lien phylogénétique, d’inférer
aux différents nceuds de I’arbre dans un cadre probabiliste les séquences appartenant aux
organismes ancestraux. Ces séquences peuvent ensuite étre synthétisées pour étudier les
propriétés des protéines correspondantes (WHEELER et al., 2016 ; MERKL et STERNER, 2016).

L’idée de ’ASR a d’abord été présentée par Linus Pauling et Emile Zuckerkandl (PauLiNnG
et al., 1963). Les auteurs présentaient un modele ou la comparaison de séquences trouvées
dans des organismes contemporains permettait de reconstruire au moins partiellement la
séquence des protéines d'un ancétre, sur la base des relations phylogénétiques entre les or-
ganismes actuels. Ils anticipaient également que cette méthode, outre le fait de déterminer
les séquences ancestrales d’organismes n’ayant pas laissé de traces fossilisables, permettrait
de déduire dans quelles lignées certaines mutations fonctionnelles sont apparues dans les
séquences codantes et d’établir un lien entre biologie évolutive et biologie fonctionnelle.
L’ASR a par la suite été améliorée, notamment en passant d’un algorithme parcimonieux a
un modele probabiliste par KosHi et GOLDSTEIN, 1996 basé sur 'optimisation de la vraisem-
blance. Depuis, elle a été mise en oeuvre pour inférer des séquences d’organismes pouvant
remonter jusqu’a LUCA il y a 3,8 milliards d’années, aussi bien sur des séquences protéiques
que sur des séquences d’ADN ou d’ARNr (Boussau et al., 2008 ; GAUCHER, GOVINDARAJAN
et GANESH, 2008).

La méthode repose sur un certain nombre d’hypotheses, notamment sur ’arbre du géne
d’intérét s’il est en conflit avec ’arbre des espéces. Dans ce cas, il est possible de construire
les séquences ancestrales sous différentes hypotheses de phylogénie et de les comparer, ou
bien d’intégrer I'incertitude directement dans le modele de reconstruction (HANSON-SMITH,
KorLaczrkowskI et J. W. THORNTON, 2010; IsoGAI et al., 2018). D’autres questions peuvent
se poser, concernant par exemple I’estimation des longueurs de branches qui difféerent entre
celles estimées sur 'ensemble des génes ayant permis d’établir la phylogénie et celles as-
sociées a un géne unique. La plupart des auteurs optimisent les longueurs de branches (et
donc la dissimilarité potentielle entre séquences ancestrales) sur I’alignement de la protéine
d’intérét, mais la réduction de I'information phylogénétique a quelques sites variables en-
gendre plus d’incertitudes dans I'estimation des divergences entre les séquences.

Dans le dernier chapitre de cette these, je me suis par conséquent intéressé aux modeles
permettant d’effectuer les reconstructions ancestrales et aux facteurs qui permettraient
d’améliorer les résultats. L’intégration vers plus d’informations concernant la protéine étu-
diée est une piste a privilégier, notamment la structure secondaire de la protéine (Si Quang
LE et Olivier GAscUEL, 2010; MosHE et Pupko, 2019) et I’épistasie entre mutations (LAINE,
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Karam1 et CARBONE, 2019), qui pourrait étre déterminée en observant les combinatoires
de mutations au sein de la diversité des séquences homologues recensées dans les bases de
données.

Le cas que nous souhaitons étudier est en outre particulier puisque nous nous intéres-
sons a une famille pour laquelle on s’attend a ce que les ancétres aient vécu a des tempé-
ratures contrastées, tout comme les especes contemporaines d’Alvinellidae. Or nous avons
établi que les températures de vie ont un effet important sur les compositions en acides
aminés des protéines. Par conséquent, nous pouvons également envisager des modeles qui
s’attaquent plus précisément a cette question en autorisant la variation de composition
moyenne en acides aminés dans le temps, selon les biais connus pour corréler avec la tem-
pérature. Ces modeéles seraient plus en accord avec I'observation que les espéces contem-
poraines ont des composition en acides aminés significativement différentes (FOSTER, 2004 ;
BLANQUART et LARTILLOT, 2008).

Un point essentiel est que les méthodes ASR sont fondamentalement probabilistes. La
séquence ancestrale réelle ne peut jamais étre connue exactement, en cela qu’elle n’est pas
nécessairement la séquence la plus probable. Pour cette raison, plusieurs auteurs ont décidé
d’exprimer la séquence la plus probable (la séquence dite de maximum de vraisemblance)
ainsi que des séquences alternatives moins probables afin d’étudier la variabilité dans les
propriétés inférées de la séquence ancestrale (GAUCHER, GOVINDARAJAN et GANESH, 2008 ;
HART et al.,, 2014). La figure 1.13 illustre la reconstruction du site de liaison a ’ADN d’un
récepteur a ’hormone stéroide. La protéine de maximum de vraisemblance (ML), est si-
milaire en terme de fonction aux protéines alternatives reconstruites, qui correspondent
aux cing variants de protéines ayant les plus fortes vraisemblances apres la reconstruction
ML. Toutes les protéines sont activées par la liaison avec les éléments de réponse aux ces-
trogénes (ERE), mais pas par les éléments de réponse aux stéroides (SRE). En revanche, la
variation d’amplitude dans cette activation est importante, allant du simple au triple. Ainsi,
si la fonction semble bien conservée (notamment parce qu’elle repose en général sur peu
d’acides aminés conservés et pour lesquels le signal phylogénétique est fort), la quantifica-
tion fonctionnelle de la protéine est sujette aux incertitudes de I’ASR (Eick et al., 2016).
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FIGURE 1.13 — Variabilité phénotypique des variants ASR d’une protéine récepteur des hor-
mones stéroides. L’activation par les éléments de réponse aux cestrogénes (ERE) et stéroides
(SRE) du récepteur le plus vraisemblable (ML) est comparée avec cinq variants bayésiens

ayant des vraisemblances élevées. Tiré de Eick et al., 2016.
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Dans notre cadre d’étude, le caractére phénotypique qui nous intéresse est la stabilité
thermique des protéines reconstruites. Or les méthodes ASR sont suspectées de biaiser les
reconstructions en faveur de protéines plus stables qu’elles ne I’étaient réellement, obser-
vant que la plupart des protéines ainsi reconstruites étaient plus stables que les protéines
contemporaines utilisées pour la reconstruction (WHEELER et al., 2016 ; MERKL et STERNER,
2016). Plusieurs raisons ont été invoquées pour expliquer cela (effet consensus, biais dans
les matrices de mutations utilisées), mais 1’explication la plus convaincante a mon sens est
le choix systématique de la protéine de vraisemblance maximale (ML) dans le choix de la
protéine ancestrale. Rationnellement, la protéine ML est effectivement la meilleure protéine
que l'on puisse obtenir et certainement celle qui partage la plus grande identité avec la pro-
téine ancestrale vraie. Cependant, le choix du résidu le plus probable a chaque position de
la protéine indépendamment tendrait, en moyenne, a favoriser des protéines plus stables
parce qu’on corrigerait les "erreurs” stochastiques de I’évolution qui parfois déstabilisent la
protéine. WILLIAMS et al., 2006 ont ainsi montré, sur la base de la reconstruction de protéines
hypothétiques dont on peut simuler I’énergie libre de dénaturation, que toutes les méthodes
de reconstruction (parcimonie, maximum de vraisemblance ou bayésienne) aboutissent a
des différences entre I’ancétre vrai et 'ancétre reconstruit, de 'ordre de 1 kcal/mol dans
ces simulations en moyenne comme montré en figure I.14A. En revanche, dans le cas des
reconstructions ML, cette différence est biaisée vers le choix de protéines plus stables (fi-
gure 1.14B.). Ainsi, la reconstruction ML aboutit plus souvent, mais pas nécessairement, a
une protéine plus stable de maniére artéfactuelle. Etonnement, la reconstruction parcimo-
nieuse qui n’intégre pas de modeéle évolutif a proprement parler, et qui a plus d’erreurs dans
la séquence ancestrale inférée en terme de pourcentage d’identité avec I’ancétre vrai, a un
biais orienté dans le méme sens mais moins fort. Le fait que la méthode parcimonie in-
corpore plus d’erreurs dans la séquence tend a atténuer 'erreur systémique de la méthode
ML. La meilleure méthode, dans ces simulations, est I’échantillonnage bayésien. Dans ce
cas, plutdt que de choisir systématiquement le résidu le plus probable a chaque position de
la protéine, les résidus sont sélectionnés aléatoirement selon leur probabilité postérieure.
Cette méthode permet d’annuler I'orientation dans le biais de thermostabilité accrue de la
méthode ML. En revanche, elle ne permet pas en soi de faire disparaitre le probleme que la
séquence ancestrale réelle pouvait étre plus ou moins stable que les séquences ancestrales
reconstruites.
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F1GURE .14 — Effet du modele de reconstruction des séquences sur la stabilité des protéines
ancestrales. Les reconstructions de protéines simulées sont effectuées par maximum de par-
cimonie (MP, en vert), maximum de vraisemblance (ML, en rouge) ou échantillonnage bayé-
sien (B, en bleu). (A) Distribution de 1’énergie libre de dénaturation AG° en kcal/mol de
I’ancétre réel par rapport a celle de la protéine reconstruite pour un lot de protéines. (B)
Déviation entre les énergies libre de dénaturation de la protéine vraie par rapport a I’an-
cétre inféré en kcal/mol pour un lot de protéines. Adapté de WiLLiams et al., 2006.
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Récemment, ARENAS et BAsTOLLA, 2020 ont développé une méthode qui utilise directe-
ment la structure tri-dimensionnelle des protéines pour simuler la stabilité des protéines et
effectuer des reconstructions de séquence qui tentent de maintenir la stabilité constante au
cours de I’évolution. Cette approche est intéressante car elle tente directement de résoudre
le probléme de stabilité trop élevée des méthodes ML. Toutefois, cela suppose que la stabi-
lité des protéines est relativement constante, or dans notre modeéle d’étude nous cherchons
justement a déterminer si c’est le cas. Ce genre de modeles est certainement prometteur
mais peu d’études ont pour I'instant été réalisées pour confirmer la viabilité des résultats
obtenus sur des protéines ayant des histoires de stabilité complexe.

L’étude de WiLLiaMs et al.,, 2006 conclut que la meilleure stratégie est certainement
de choisir un lot de protéines ancestrales échantillonnées depuis leurs probabilités bayé-
siennes, puis de les caractériser afin d’estimer la confiance que I'on a dans le phénotype
mesuré des ancétres. Cette approche est également défendue par Eick et al., 2016. Tou-
tefois, ces derniers auteurs notent qu'un échantillonnage strictement bayésien aboutit a
Iexpression de protéines ayant de trés faibles probabilités d’étre vraies, et qui montrent
parfois des phénotypes impossibles (par exemple des protéines non fonctionnelles). Cela
renvoie a une question sous-jacente mais rarement mise en avant, qui est celle de la fiabi-
lité en eux-mémes des modeéles phylogénétiques utilisés pour les reconstructions. La figure
.15 montre les résultats d’'une reconstruction ancestrale effectuée sur une phylogénie ex-
périmentale d’une protéine fluorescente rouge (RFP, 225 acides aminés) pour laquelle les
séquences ancestrales réelles sont connues (RANDALL et al., 2016). Le point intéressant est
que tous les modeles utilisés (maximum de vraisemblance par différents logiciels ou maxi-
mum de parcimonie) aboutissent a des séquences reconstruites globalement proches de la
séquence réelle pour ancétre 21 qui est le plus ancien de la phylogénie (plus de 95% d’iden-
tité, voir figure 1.15). En revanche, on constate que les modeles probabilistes de phylogénie
produisent des résultats qui ne sont pas beaucoup meilleurs que la méthode de parcimonie,
qui n’est pourtant pas un modele d’évolution. Dans cet exemple, les modeles d’évolution
permettent essentiellement d’arriver au méme résultat que la parcimonie sur les résidus
faciles a résoudre (plus de 90% de la séquence), et ne permettent de mieux inférer que 10 a
20% de résidus ambigus de plus que la parcimonie, ce qui est assez faible.
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F1GURE .15 - Erreurs dans les reconstructions d’ancétres d’'une phylogénie expérimentale

d’une protéine RFP. La phylogénie est montrée et les couleurs des branches correspondent
aux variations phénotypiques de la fluorescence de la RFP. Le graphique montre le nombre
d’erreurs dans la séquence inférée par rapport a la séquence ancestrale réelle a différents
noeuds de ’arbre, selon différentes implémentations de maximum de vraisemblance (PAML,
FastML et PhyloBayes avec ou sans parameétres I') ou maximum de parcimonie (MP). Adapté
de RanDALL et al., 2016.
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Ce résultat est peut étre di au fait que les modéles de phylogénie sont d’abord pensés
pour trouver les arbres phylogénétiques. Dans ce cas, la supériorité des approches proba-
bilistes par rapport a la parcimonie n’est plus a démontrer, notamment pour limiter les cas
d’attraction des longues branches. Toutefois, leur usage en ASR est quelque peu détourné
et ces modeéles ne sont pas spécifiquement optimisés pour bien évaluer les séquences ances-
trales. Un échantillonnage bayésien, comme effectué par WiLLiams et al., 2006 sur la base
de séquences simulées se conformant exactement aux modeles évolutifs, n’a de sens que si
les probabilités des résidus sont correctement estimées. Or le fait qu'une part importante
de séquences échantillonnées dans 1’espace bayésien selon Eick et al.,, 2016 s’averent non
fonctionnelles ('intégralité des 5 séquences bayésiennes de la protéine AncSR1LBD de l’ar-
ticle) interroge sur la fiabilité des probabilités accordées a chaque séquence. Par conséquent,
I'incertitude probabiliste de la méthode n’est en soi pas un probléme, mais 1’évaluation de
la qualité des probabilités postérieures est un point qui mérite d’étre étudié.

Enfin, dans une derniéere partie du chapitre, j’ai essayé de proposer une méthode pour
reconstruire les événements d’insertion et délétions (indels) dans un modele de vraisem-
blance. Quelques résultats ont pu étre obtenus pour essayer de traiter les indels comme des
caractéres phylogénétiques a part entiere (SIMMONS et OCHOTERENA, 2000 ; R1vas, 2005).
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Chapitre 11

Etablissement de la Phylogénie des
Alvinellidae

L’objectif de cette premiére partie était de déterminer une phylogénie des Alvinellidae
incluant le plus d’espéces possibles de la famille. Des extractions d’ARN ainsi que des sé-
quencages avaient été préalablement effectués pour 11 des 14 espéces, incluant la nouvelle
espece Paralvinella mira échantillonnée dans 'océan Indien (HAN et al., 2021) ainsi qu'une
espéce encore non décrite du Bassin de Manus, Paralvinella sp. nov. Cette phylogénie doit
servir de point de départ pour la reconstruction ultérieure des protéines de I’ancétre des Al-
vinellidae, qui nécessite de connaitre les relations évolutives entre les différentes séquences
contemporaines utilisées.

Notre phylogénie est enracinée grace a quelques transcriptomes d’Ampharetidae ainsi
que des espéces plus distantes de Terebelloformia. Peu de données moléculaires sont dis-
ponibles parmi les Ampharetidae, aussi avons-nous utilisé les données de séquencage pro-
duites par STILLER, TiLIC et al., 2020.

Nous avons résolu la phylogénie avec fiabilité au sein du genre Paralvinella. En re-
vanche, les lignées les plus profondes de la famille montrent des signaux phylogénétiques
discordant entre les arbres de géne. Nous attribuons cette discordance de signal a de forts
taux de tri de lignées incomplet, ce qui est fréquent lors de la radiation rapide de plusieurs
espéces, ainsi qu’a une forte introgression interspécifique entre les lignées ancestrales ame-
nant aux actuelles espéces Paralvinella, Alvinella et Nautalvinella (P. unidentata et Paralvi-
nella pandorae).

La phylogénie principale retenue est en désaccord avec la vision classique des Alvinel-
lidae, séparés en deux genres Alvinella et Paralvinella. Dans cette nouvelle proposition, les
especes Paralvinella pandorae sont soeurs des autres espéces d’Alvinellidae, et le genre Pa-
ralvinella n’est plus monophylétique. L’espece P. unidentata est groupée avec les espéces
Alvinella, et par conséquent I’espéere pourait appartenir au genre Alvinella.

Cette topologie, en revanche, n’est pas valable pour 'ensemble des génes étudiés. Nous
avons pris soin dans cette partie de disposer des meilleures données moléculaires possibles
pour les lignées directement impliquées dans la topologie de la racine de la famille, bien
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que la qualité du séquencage de P. p. irlandei soit de moins bonne qualité. Pour confirmer
ces résultats, il serait nécessaire de disposer du génome complet de plusieurs especes, no-
tamment A. pompejana, P. p. irlandei et P. unidentata, afin de constater si la proposition
d’introgression interspécifique entre les lignées ancestrales est confirmée au niveau de la
structure des relations phylogénétique entre ces trois espéces le long du génome. Ce cha-
pitre a fait 'objet d’un article soumis au journal Molecular Phylogenetics and Evolution et
est actuellement en cours d’évaluation.
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11.0.0.0.0.1 Abstract The Alvinellidae are a family of worms that are endemic to deep-
sea hydrothermal vents in the Pacific and Indian Oceans. These annelid worms, a sister
group to the Ampharetidae, occupy a wide range of thermal habitats. The family includes
the most thermotolerant marine animals described to date such as the Pompeii worm Alvi-
nella pompejana, and other species living at much lower temperatures such as Paralvinella
grasslei or Paralvinella pandorae. The phylogeny of this family has not been studied exten-
sively. It is, however, a complex case where molecular phylogenies give conflicting results,
especially concerning the monophyletic or polyphyletic character of the genus Paralvinella.
We carried out a comprehensive study of the phylogeny of this family using the best mo-
lecular data currently available from RNAseq datasets. The study is based on the assembly
of several hundred transcripts for 11 of the 14 species currently described or in description.
The results obtained by the most popular phylogenetic inference models (gene concatena-
tion with maximum likelihood, or coalescent-based methods from gene trees) are compared
using a series of ampharetid and terebellid outgroups.

Our study shows that a high number of gene trees support the hypothesis of the mo-
nophyly of the Paralvinella genus, as initially proposed by Desbruyéres and Laubier, in
which the species Paralvinella pandorae and Paralvinella unidentata are more closely rela-
ted within the subgenus Nautalvinella. However, the global phylogenetic signal favors the
hypothesis of paraphyly for this genus, with P. pandorae being sister species of the other
Alvinellidae. Gene trees separated equally between these two hypotheses, making it diffi-
cult to draw conclusions about the initial split of the MCRA as different genomic regions
seem to have very different phylogenetic stories. According to molecular dating, the radia-
tion of the Alvinellidae was rapid and took place in a short period of time between 70 and
80 million years ago. This is reflected at the genomic scale by high rates of incomplete li-
neage sorting between the first ancestral lineages with probable gene transfers between the
ancestors of Alvinella, Nautalvinella, and the rest of the Paralvinella lineages. Alvinellidae,
hydrothermal vents, phylogenomics, RNAseq, transcriptomics.

1.1 Introduction

After the discovery of hydrothermal vents and their associated communities on the Ga-
lapagos rift in the late 1970s, the Pompeii worm A. pompejana DESBRUYERES et LAUBIER,
1980, was one of the first emblematic species collected from the vent chimney environ-
ment following the sampling of a "black smoker" chimney at 21°N on the East Pacific Rise
(EPR) (Monaco et PrRouzET, 2015). Two morphological types living in close association
(syntopy), initially viewed as ontogenic forms, were later found to represent two distinct
species, A. pompejana and A. caudata DESBRUYERES et LAUBIER, 1986 (JOLLIVET et Stéphane
HourbEkz, 2020). While the two Alvinella species were initially described as aberrant forms
in the family Ampharetidae, some obvious specificities, such as the lack of separation bet-
ween the head and the rest of the body, a process of cephalization of the gills, uncini with a
reduced number of teeth and notopodia with simple dorsal chaetae, led the authors to sug-
gest the creation of the subfamily initially named Alvinellinae (DESBRUYERES et LAUBIER,
1980; DESBRUYERES et LAUBIER, 1982). Following the discovery of the species P. grasslei
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DESBRUYERES et LAUBIER, 1982, at several sites in the EPR and the Guaymas basin (eastern
Pacific), the Alvinellinae were split into two genera, Alvinella and Paralvinella. The distinc-
tion between the two genera was based in particular on the shapes of the mouth apparatus
and of the secondary filaments of the gills, which are lamellar in Alvinella and filamentous
in Paralvinella DESBRUYERES et LAUBIER, 1982.

Subsequently, new species of Alvinellinae were discovered, all endemic to hydrother-
mal vents in the Pacific Ocean. In the south-east Pacific, two additional species were found
and described as P. p. irlandei DESBRUYERES et LAUBIER, 1986, (EPR) P. p. irlandei and P. bac-
tericola DESBRUYERES et LAUBIER, 1991 (Guaymas basin). In the north Pacific, several new
species were described from the Juan de Fuca Ridge with P. p. pandorae DESBRUYERES et
LAUBIER, 1986, P. palmiformis DESBRUYERES et LAUBIER, 1986, P. dela DETINOVA, 1988, as
well as P. sulfincola DESBRUYERES et LAUBIER, 1993 found on top of vent chimneys. Finally,
three additional species were added to the family from expeditions in the western Paci-
fic : P. hessleri DESBRUYERES et LAUBIER, 1989 is found in the Marianas back-arc basins
and Okinawa Trough, while P. fijiensis DESBRUYERES et LAUBIER, 1993 and P. unidentata
DESBRUYERES et LAUBIER, 1993 live in the south-west Pacific.

As the number of species in the subfamily increased, subsequent studies using both
morphological characters and molecular data demonstrated that inside Terebelliformia, al-
vinellid worms form a monophyletic group, sister-group-to, but not nested within the Am-
pharetidae. The family was accordingly renamed Alvinellidae (RoUsseT, ROUSE et al., 2003 ;
GrasBY, HuTCHINGs et HALL, 2004; STILLER, TiLIC et al., 2020). Recently, a new species,
P. mira Han, Zhang, Wang & Zhou, 2021, genetically close to P. hessleri, has been descri-
bed outside of the Pacific Ocean, from the hydrothermal vents of the Carlsberg Ridge in
the Indian Ocean (HAN et al., 2021). The Alvinellid worms’ distribution has thus expanded
beyond Pacific waters, supporting the purported observation of a small population of al-
vinellid worms in the Solitaire field on the Central Indian Ridge, though they have been
neither sampled nor taxonomically resolved (NAKAMURA et al., 2012). Finally, another spe-
cies, whose description is still in progress, was first discovered in 2011 from the Nifonea
vent site along the volcanic arc of Vanuatu in the Manus Bassin. This species is referred to
as P. sp. nov. in this study.

Alvinellid worms probably have a long evolutionary history of speciation, which could
date back between 70 and 200 millions of years ago (JOLLIVET et Stéphane HOURDEZ, 2020).
Considering the amino acid composition of reconstructed ancestral protein sequences and
the very low evolutionary rates of proteins in the thermophilic lineages (FONTANILLAS et
al., 2017) led Fontanillas et al. to hypothesise that the ancestor of the Alvinellidae was a
thermophilic species, suggesting an old colonization of the hydrothermal environment. Yet
the family has now diversified to cope with a wider variety of vent conditions. Alvinellidae
notably include two of the most thermotolerant animals known to date, namely A. pompe-
Jjana and its ecological homolog P. sulfincola thriving between 40 and 50°C (GIRGUIs et LEE,
2006 ; Ravaux et al., 2013), while species such as P. grasslei are comfortable in temperatures
around 15°C (CoTTIN et al., 2008).

The ecological diversity of these closely-related worms is particularly intriguing. The
question of the evolutionary path taken by the alvinellids naturally arises, as well as the dif-
ferent stages that allowed its dispersal throughout the Pacific to the Indian Ocean, including
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their putative initial link with the hydrothermal paleocoastal environment. A necessary
step in understanding this evolutionary history is the establishment of a robust phylogeny
of the family, including all currently known and described species. More specifically, the
place of P. p. irlandei and P. p. pandorae in the phylogeny, which determines the monophyly
of the genus Paralvinella, remains uncertain. Resolving this question would represent a im-
portant step in our understanding of the relationships between the early lineages of the
family.

Several partial phylogenies of the Alvinellidae have been proposed. Based on detailed
observations of morphological characters, Desbruyeres and Laubier divided the family into
two monophyletic genera, Alvinella and Paralvinella (DESBRUYERES et LAUBIER, 1993). Spe-
cies of the genus Alvinella have gills with flattened-leaf secondary filaments, the anterior
fourth and fifth setigers are modified with the insertion of two pairs of hooks, and a pair of
thick tentacles is inserted on the buccal apparatus in males. Species of the genus Paralvi-
nella have stalked bipennate gills with two rows of cylindrical filaments and no filaments
at the tip of the stem, the seventh setiger is modified with a single pair of hooks, and the
buccal tentacles of males are different (either three-lobed, coiled and tapered, or absent)
(JoLLIVET et Stéphane HOURDEZ, 2020). Other non-morphological differences between the
two genera have been noted : Alvinella species secrete thick parchment-like tubes including
inorganic material and have epibiotic bacteria, whereas Paralvinella species secrete mucus
tubes or cocoons (with the exception of P. sp. nov., personal communication) and are devoid
of filamentous epibiotic bacteria (DESBRUYERES et LAUBIER, 1991).

Within the Paralvinella species, Desbruyeres and Laubier further proposed to group the
species P. p. pandorae, P. p. irlandei and P. unidentata within the subgenus Nautalvinella,
considering the comb-like insertion of the secondary filaments of the gills as well as the
lack of tentacles on the buccal apparatus of the males. However, some peculiarities are
noted in the species P. unidentata, notably the leaf-like shape of the secondary filaments of
the gills, similar to those of the Alvinella species (DESBRUYERES et LAUBIER, 1993 ; JOLLIVET
et Stéphane HOURDEZ, 2020).

Recent molecular phylogenies, on the other hand, have produced conflicting results re-
garding the subdivision of the family into two monophyletic genera. Jollivet et al. supported
this view, as well as the existence of the Nautalvinella subgenus, based on enzyme isoforms
similarities (JOLLIVET, DESBRUYERES et al., 1995). Another study by Jollivet and Hourdez,
based on a set of 278 orthologous transcripts, came to the same conclusion, with P. p. irlan-
dei being a sister species to the other Paralvinella species (JOLLIVET et Stéphane HOURDEZ,
2020). Counter to this, a recent wide phylogeny for Terebelliformia by Stiller et al., based
on several hundred orthologous genes derived from transciptomic datasets, proposed with
high support that the Paralvinella genus is polyphyletic, with P. p. irlandei being sister to
the other Alvinellidae (STILLER, TILIC et al., 2020). Interestingly, this later study also fitted a
previous mitochondrial sequence analysis done by (VRIJENHOEK, 2013) but neither of them
include sequences from P. unidentata, in contrast to studies suggesting the monophyly of
the genus, which then anchor the clades P. p. irlandei, P. p. pandorae and P. unidentata to-
gether in the phylogeny. It appears that the phylogenetic relationship between the three
Nautalvinella species and the Alvinella species is therefore key to understanding the deep
phylogeny of the Alvinellidae.
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Here, we propose a new molecular phylogeny of the family Alvinellidae based on seve-
ral hundred orthologous genes derived from RNAseq datasets, notably improved by a new
sequencing of the species P. unidentata and other species from both the western Pacific and
the Indian Ocean. The phylogeny therefore includes all described species of Alvinellidae,
with the exception of P. p. pandorae, and the rare species P. dela and P. bactericola for which
no exhaustive molecular data or samples exist to date. This phylogeny is rooted with species
of the sister group Ampharetidae, as well as more distantly-related species of Terebellifor-
mia and the outgroup coastal pectinariid worm Pectinaria gouldii, in accordance with the
currently accepted phylogeny of the Terebelliformia worms (ROUSSET, PLEIJEL et al., 2007 ;
STILLER, TILIC et al., 2020). Finally, the results obtained by different methods are compared,
following a concatenation + Maximum Likelihood approach on the one hand, and a gene
trees + coalescent approach on the other hand.

I1.2 Materials and Methods

II.2.1 Animal Collection, Sequencing and Assembly

Transcripts of A. pompejana were predicted from the genome assembled at the chro-
mosomal level by R. Copley (NCBI accession number PRJEB46503) with the Augustus web-
server (HOFF et STANKE, 2013). Two individuals from 9°50N/EPR were used to obtain the
genome, one given by C.G. Cary and the other one collected during the Mescal 2012 French
cruise with ROV Victor6000 and RV L’Atalante. The software Augustus was first trained on
cDNA sequences provided by the MPI that contained previous A. pompejana EST assem-
blies obtained from a Sanger sequencing (Genoscope project, see GAGNIERE et al., 2010 for
details). The prediction was performed on scaffolds of more than 60k bases (95.8% of the
assembled genome). The resulting coding sequences were filtered with Kraken v.2.0.9 and
then Transdecoder v.5.5.0 to ensure data homogeneity among all final transcriptomes.

RNAseq reads for the species P. gouldii, Anobothrus sp., Amphicteis gunneri, Amphi-
samytha carldarei and Hypania invalida were downloaded from the NCBI SRA database
(accession numbers SRR2057036, SRR11434464, SRR11434467, SRR11434468, SRR5590961)
(Kocor et al,, 2016; STILLER, TiLIC et al., 2020). Total RNA extractions from flash-frozen
tissues were performed with Trizol. Libraries of P. gouldii were sequenced with Illumina
HiSeq, libraries of Anobothrus sp., A. gunneri and A. carldarei were obtained with Illumina
Hiseq 4000, and Illumina Hiseq 2500 was used for H. invalida.

An EST library was previously obtained for the species P. sulfincola in the framework of
a Join Genome Initiative project (NCBI accession number PRJNA80027), led by P.R. Girguis
and S. Hourdez (GIrRGuUIS et LEE, 2006). The animals were collected on the Juan de Fuca Ridge
during the jdFR oceanographic cruise in August and September 2008, with the submersible
Alvin on board of the R/V Atlantis. Reads were obtained by 454 Roche technology, and
24,702 transcripts were assembled using Newbler (MARGULIES et al., 2005).

Other alvinellid species were collected during several oceanic cruises from 2004 to 2019
on board of the N/O L’Atalante and using either the ROV Victor6000 or the manned submer-
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sible Nautile with the exception of P. palmiformis, which was also collected with P. sulfin-
cola during the same jdfR cruise on Juan de Fuca. Information about the sampling locations
of the alvinellid worms collected along the East Pacific Rise are provided in FONTANILLAS
et al., 2017. Other alvinellid species and the vent terebellid were sampled from different
vent sites of the western Pacific back-arc basins during the Chubacarc 2019 cruise with the
tele-manipulated arm of the ROV Victor6000 and brought back to the surface in an insula-
ted basket. P. hessleri was sampled from Fenway in the Manus basin, P. fijiensis from Big
Papi (Manus Basin) and Tu’i Malila (Lau Basin), P. unidentata from Fenway (Manus Basin),
P. sp. nov. from the volcano South Su (Manus Basin) and the vent terebellid Terebellidae
gen. sp. (not yet described) at Snow Cap (Manus Basin). Finally, P. mira was sampled from
the Wocan vent field in the northwest Indian Ocean on the Carlsberg Ridge by HOV Jialong
during the DY38 cruise in March 2017 (HAN et al., 2021). Melinna palmata and Neoamphitrite
edwardsi, which are shallow-water species, were respectively sampled in the bay of Mor-
laix and Roscoff, France. Total RNA extraction from flash-frozen tissue were performed with
Trizol after tissue grinding using a ball mill. RNAseq libraries were produced at Genome
Québec following a polyA purification of mRNAs, and sequenced using the Novaseq 6000
technology.

With the exception of A. pompejana and P. sulfincola species, all transcriptomes were
assembled using a common procedure. The reads were first cleaned of adapters and trim-
med with Fastp v.0.20 to retain reads with a phred-score above 25 for each base (CHEN et al.,
2018). Kraken v.2.0.9 was then used to remove reads corresponding to prokaryotic conta-
mination (WoobD et SALZBERG, 2014). The reads retained at this stage were assembled de
novo using Trinity v.2.9.1 (GRABHERR et al., 2011). Finally, the assembled transcripts with
an identity greater than 99% on 50 consecutive bases were assembled with cap3 v.10.2011
(HuanG et MADAN, 1999). Results of the sequencing, filtration steps, and assembly metrics
are detailed in table 1 of the Supplementary data, together with the associated command
lines. Transcriptomes are available from the NCBI BioProject repository with the following
accession numbers (A. caudata XXX, P. unidentata XXX, P. p. irlandei SRX1843887, P. pal-
miformis XXX, P. grasslei XXX, P. mira XXX, P. hessleri XXX, P. sp. nov. XXX, P. fijiensis
XXX, Terebellidae gen. sp. XXX, M. palmata XXX, N. edwardsi XXX).

The Open Reading Frames (ORFs) were then identified with Transdecoder v.5.5.0, firstly
trained with the 500 longest sequences accessible from each transcriptome. The predicted
ORFs were retained, stripped of the 3’ and 5" UTR regions. The metrics associated with
these different steps are also presented in the table 1 of the Supplementary data.

In total, 25 transcriptomes were assembled and compared, from 19 different Terebelli-
formia species including 11 species of the family Alvinellidae.

II.2.2 Search for orthologous genes and Bioinformatic Processing

Orthologous sequences were determined from the assembled transcriptomes using Or-
thograph v.0.7.2 (M. PETERSEN et al., 2017). Following the recommendations of Orthograph,
a reference database of 1997 orthogroups (OG) was first constructed from the ODB9 data-
base (ZpoBNOV et al., 2021). These OGs correspond to single copy genes in all lophotrocho-
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zoan species available when downloading ODB9 (Lottia gigantea, Crassostrea gigas, Biom-
phalaria glabrata, Capitella teleta, Helobdella robusta). Then, each Terebelliformia transcrip-
tome was blasted against these OGs with Orthograph to identify orthologous genes. These
steps attempted to identify all orthologous genes present in Terebelliformia that are ex-
pected to be single copies. The results of these ortholog identification steps are detailed in
Supplementary data Table 1.

The main uncertainty in the phylogeny of the Alvinellidae lies at the root of the fa-
mily (see Results section), and concerns the relationships between the branches leading to
P. p. irlandei, P. unidentata, Alvinella species and other Paralvinella species. For this reason,
we retained only orthologous genes groups that contained at least one gene for each of
these species or clade.

The nucleotide sequences were aligned for each gene with MACSE v.2.05, which is a
codon-gaps aligner for coding sequences (RANWEZ et al., 2011). The translated amino acid
sequences were aligned with Probcons v.1.12 (Do et al., 2005).

From these sequences alignments, we obtained the following datasets :

1. a set of 657 orthologous genes, in nucleotides, present in at least 20 transcriptomes
and including a gene ortholog for the species P. p. irlandei and P. unidentata, and, at
least, a gene ortholog for one of the two Alvinella species (A. pompejana or A. caudata)
and one of the other Paralvinella species. Aligned fragments shorter than 60 nucleo-
tides between two subsequent gaps were considered unreliable and discarded. The
third nucleotide of each codon was also removed to reduce the saturation of the phy-
logenetic signal. Sequences shorter than 20% of the length of the total gene alignment
were also discarded. Finally, each orthologous gene group was tested with IQ-TREE
2.0.3 (MINH et al., 2020) to guarantee that the phylogenetic assumptions about resi-
due homogeneity and stationarity were not violated using the tests of symmetry at
a 5% threshold (NASER-KHDOUR et al., 2019). If an orthologous group failed the test,
biased sequences (excluding mandatory species) were eliminated until the alignment
did reject the homogeneity and stationarity hypothesis. Uninformative sites at which
at most one species had a residue were also removed;

2. a set of 699 orthologous amino-acid translated genes with identical constraints to
those described for the nucleotidic sequences, but with the removal of fragments
shorter than 20 amino-acids when included between two subsequent gaps.

These sets were then concatenated into two supergenes. The first, in nucleotides (two
first codon positions of the coding sequence), contained 657 genes and 499,036 sites, with
A. caudata being the longest sequence with 461,042 sites, and P. gouldii the shortest with
245,846 sites. The second, in amino-acids, contained 699 genes and 277,900 sites, with A. cau-
data being the longest sequence (255,557 sites) and P. gouldii the shortest (139,067 sites).
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I1.2.3 Phylogenetic inference
Identifying well-resolved clades

A global unrooted phylogeny was evaluated from the supergenes with the maximum
likelihood (ML) approach implemented in IQ-TREE 2.0.3. The supergenes were first parti-
tioned according to each gene, and we used the merging strategy implemented in IQ-TREE
to retrieve relevant merged partitions (CHERNOMOR, VON HAESELER et MINH, 2016). For
each merged partition, ModelFinder, was used to infer the best-fitting evolutionary model
according to the minimized Bayesian Information Criteria (BIC) (KALYAANAMOORTHY et al.,
2017). For nucleotides and amino-acids sequences, heterogeneity of the evolutionary rate
between sites was modelled by a I' distribution with four discrete classes (YANG, 1994). For
amino-acid sequences, empirical or ML equilibrium amino-acid frequencies were both tes-
ted, and mixture models were also added to the standard test of ModelFinder (St QuUANG,
Olivier GAsCUEL et LARTILLOT, 2008; Si Quang LE, LARTILLOT et Olivier GASCUEL, 2008;
S. Q. L, DANG et O. GAsCUEL, 2012). Finally, the robustness of the tree was inferred via
1,000 ultra-fast bootstraps (HOANG et al., 2018).

Testing alternative topologies

It appeared that the nodes at the root of the Alvinellidae family were the most conflic-
ting ones. Therefore, we compared 15 alternative topologies one to each other. In these
topologies, both the Paralvinella clade (excluding P. p. irlandei and P. unidentata) and the
set of outgroup species, which were well resolved in the first step of the tree reconstruc-
tion, were constrained to remain identical among the 15 topologies. The outgroup species
arrangement obtained from our own results was also consistent with the Terebelliformia
phylogeny proposed by STILLER, TiLIC et al., 2020.

The 15 topologies were evaluated in a ML framework using IQ-TREE, using the GTR+I'4+F
model for the nucleotide-encoded supergene taken as a single partition, and the LG+I'4+F
model for the amino-acid encoded supergene also taken as one partition. The evolutionary
model used for all supergenes corresponds to the most commonly chosen models obtained
under a complete gene partition. The topologies were then tested against the best topology
obtained for each supergene using the AU test at a 5% threshold with 10,000 RELL repli-
cates implemented in IQ-TREE (SHIMODAIRA, 2002). This test gives the probability that a
topology scores better than the reference topology after a site-to-site resampling.

The topologies were also tested against each individual gene in the coalescent frame-
work. To this end, gene trees, for either nucleotide or amino-acid encoded sequence align-
ments, were first optimized using IQ-TREE. Substitution models were tested with Model-
Finder, including mixture models for amino-acid sequences. Species trees were then scored
from the gene trees using ASTRAL v.5.7.8 (ZHANG et al., 2018). Branches with low bootstrap
support in the gene trees (<10%) were contracted beforehand, according to the recommen-
dations of the authors. To test the relevance of the different topologies, the AU test used for
ML species tree topologies obtained from supergenes was transposed to the coalescent fra-
mework. To this end, instead of testing ML scores of different topologies against a reference
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one after site-to-site resampling, we tested the coalescent scores of the different species tree
topologies, as expressed by the quartet scores, after gene-to-gene resampling. The multis-
cale boostrap sampling procedure described in SHIMODAIRA, 2002 was recoded using the
same scale parameters, carrying out 10 successive resamples of 10,000 bootstrap samples,
each comprising from 0.5 to 1.4 times the total number of genes. The 10 multi-scale boos-
traps are used to score the species trees with an increasing number of genes involved, and
the signed distance and curvature parameters are obtained with their maximum likelihood
estimates, as given in SHIMODAIRA, 2002. Scripts for this procedure are given in Supplemen-
tary material. Again, topologies were compared to the best-scoring species tree topology
obtained for nucleotide or amino-acid-encoded gene-trees at a 5% threshold, to obtain the
probability of a topology to score better than the reference one after gene resampling.

Tree reconstruction with constrained gene trees

It is known that coalescent methods, which aim at taking into account potential incom-
plete lineage sorting or introgression between lineages, are sensitive to gene tree estimation
error (GTEE) (RocH et WARNOW, 2015 ; NUTE et al., 2018). Therefore, we tried to reduce the
error in gene tree estimation by constraining the topology in clades that are well-resolved
in the species tree. Indeed, branches in the Paralvinella clade (exluding P. p. irlandei and
P. unidentata), as well as in the ougroup species, are longer than the branches at the root
of the Alvinellidae family (see Supplementary data Figure 3 and 4). This could indicate
that most of the gene tree discordance observed in these groups is attributable to GTEE,
rather than ILS or introgression. Fixing species arrangement in these groups, as in the 15
candidate topologies, should therefore be closer to the true tree compared to free-running
arrangements and improve the confidence on the probabilities for the nodes at the root of
the family.

For each gene, the 15 candidate topologies were evaluated under ML using the best evo-
lutionary model according to ModelFinder. Topology k was then given a Bayesian posterior
probability from its likelihood L, using the approximation P, = exp(Ly)/ 310, exp(L;).
The species tree scores were obtained with ASTRAL, with confidence intervals obtained by
10,000 bootstraps on each gene tree topology sampled in accordance with their Bayesian

posterior probability, to take into account the uncertainty of gene tree topologies.

This procedure was conducted on both nucleotide-encoded genes (657) and amino-acid
encoded genes (699). To summarize the information coming from the two types of se-
quences, a global species tree score was calculated. Nucleotide normalized quartet scores,
N between 0 and 1, were combined with amino-acid normalized quartet scores, A bet-
ween 0 and 1, by considering the Euclidean distance d between pairs of sequence datasets
(N, A) and an hypothetical best topology scoring (1,1) :d = /(1 — N)2 + (1 — A)2. This
topology would correspond to an ideal tree that would maximize the quartet scores both
for nucleotide and amino-acid encoded genes. Thus, the lower the distance estimated, the
better the topology.

The distance obtained for each candidate topology was then tested against the best-
scoring topology with our transposed AU test at a 5% p-value threshold. To this end, we
used 10 successive multi-scale resamples of 10,000 gene trees, drawn according to their
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Bayesian posterior probability.

Finally, gene tree discordance was assessed in an attempt to distinguish between GTEE,
ILS or interspecific gene flow. In the case of GTEE without ILS, one would expect the pro-
babilities of the 15 candidate topologies to be more randomly distributed for genes with a
lower number of phylogenetically informative sites, compared to highly informative genes
that should give a stronger signal toward one or few preferred topologies. On the contrary,
ILS implies that gene tree discordance remains high, independently of the load of the phy-
logenetic signal. Therefore, genes were split into four categories according to their number
of parsimony-informative sites for the nodes at the root of the family Alvinellidae in order
to observe whether gene tree discordance at the root of the family was mostly due to GTEE
or if ILS was also involved.

To test whether interspecific introgression also occured, topologies’ probabilities were
mapped on a ternary plot, allowing us to evaluate the number of genes strongly associated
with one particular topology (Pr > 0.8). In that case, the 15 topologies were reduced to
only three possibilities corresponding to different quartets at the root of the Alvinellidae fa-
mily : ((P. p. irlandei,P. unidentata),(Alvinella,Paralvinella)), ((P. p. irlandei,Alvinella),(P. uni-
dentata,Paralvinella)), ((Alvinella,P. unidentata),(P. p. irlandei,Paralvinella)). In the case of
high interspecific gene flow between ancestoral lineages in the early steps of the Alvi-
nellidae radiation, one would expect to see one quartet supported by a majority of genes
(corresponding to the species tree), one quartet supported by a high number of genes (cor-
responding to intraspecific gene flow) and a quartet supported by a lower number of genes,
due to potential ILS or GTEE (L. Car et al., 2021). In no introgression occured, only the
quartet corresponding to the species tree should be highly supported, while the alternative
quartet should have the same prevalence among gene trees.

Molecular dating of the family’s radiation

The Alvinellid phylogeny was dated with the software Phylobayes v.4.1. (LARTILLOT
et PHILIPPE, 2004 ; LARTILLOT, BRINKMANN et PHILIPPE, 2007). The uncorrelated Gamma
model (DRUMMOND et al., 2006), Cox-Ingersoll-Ross (CIR) model (LEPAGE et al., 2007) and
the log normal model (THORNE, KiSHINO et PAINTER, 1998) were tested on the concatenated
amino acid-encoded genes for the two most relevant species tree topologies. Considering
that the oldest known Terebelliformia fossils date from the Carboniferous/Devonian time
(SEPKOSKI JR., 2002), the age of the tree’s root (divergence between P. gouldii and other
terebellid, ampharetid and alvinellid species) is given by a Gamma distribution prior with a
mean of 330 million years and a standard deviation of 200 million years. This places 95% of
the age distribution between 300 and 360 million years ago. We also used two calibration
points corresponding to the divergence between the species P. palmiformis and P. grasslei,
estimated to be 23 to 34 millions of years ago (Ma) as a consequence of the subduction
of the Farallon plate under the North American plate (TUNNICLIFFE, 1988)), as well as the
divergence between the two geographic forms of the species P. fijiensis sampled in the
Manus and Lau basins, estimated between 2 and 4 Ma (DESBRUYERES, HASHIMOTO et FABRI,
2006 ; BOULART et al., 2022).
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I1.3 Results

II.3.1 Global phylogenetic inference

The global phylogeny was performed under a partition gene model on both the nucleo-
tidic and amino-acid supergenes, or using the coalescent method on the individual gene
datasets, based on either nucleotide or amino-acid encoded sequence alignments. Both ap-
proaches identify three main clades inside terebellomorph species, which are the Alvinel-
lidae family, the Ampharetidae family comprising Anobothrus sp., H. invalida, A. carldarei
and A. gunneri, and a third group composed of the Terebellidae species (Terebellidae gen. sp.
and N. edwardsi) as well as the melinnid species (M. palmata), as shown in Figure I.1. M. pal-
mata is a sister species of other terebellidae species for all methods but the phylogeny ob-
tained from the nucleotide-encoded supergene, where it is the sister species to the three
polychaete families (Alvinellidae, Terebellidae and Ampharetidae excluding the outgroup
P. gouldii). Anobothrus sp. also represents a sister species to other Ampharetidae species
in phylogenies using the amino-acid encoded sequences (82% bootstrap for the concatena-
tion approach or 0.6 posterior probability in the coalescent method), but is sister to other
Ampharetidae and Alvinellidae species using nucleotide-encoded sequences with a greater
robustness (100% bootstrap or 1.0 posterior probability). All phylogenies with their node
supports are included in the supplementary data, Figure 1 to 4. In further analyses, ho-
wever, we chose to only consider phylogenies that group M. palmata in the Terebellidae
clade and separate Alvinellidae and Ampharetidae as two monophyletic families (Fig. I.1),
according to current views on the Terebelliformia phylogeny (STILLER, TILIC et al., 2020).
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Ficure II.1 - High-scoring alternative topologies according to different phylogenetic infe-
rence methods for amino-acid encoded genes. (a) Main topology, with P. p. irlandei basal
to the family Alvinellidae and clustering of P. unidentata with the Alvinella species (b) Al-
ternative topology with clustering of all Paralvinella species together. Branch lengths are
optimized under a partitioned model from concatenated amino-acid encoded genes. Node
supports are given in the following order : Ultrafast bootstrap (partitioned model)/ Poste-
rior probability (coalescent model). (*) indicates a bootstrap of 100% or posterior probability
of 1.
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Within the Alvinellidae, all methods give a maximum bootstrap value to the grouping
of the two Alvinella species. In the Paralvinella genus, with the exception of P. unidentata
and P. p. irlandei, the phylogeny of species is also resolved without ambiguity, with a maxi-
mum of confidence on all nodes regardless of the phylogenetic method used. Conversely,
the placement of the species P. unidentata, and more importantly P. p. irlandei, is not well
supported. Depending on the number of genes considered, the evolutionary model used, or
the types of sequences, the placement of these two species in relation to the well-defined
groups of the other Paralvinella species, on one hand, and the two species of the genus
Alvinella, on the other hand, is fluctuating at the root of the family Alvinellidae. Two high-
scoring alternative trees are shown in Figure II.1a. and II.1b. For this reason, we chose to
address more specifically the resolution of these deep nodes with a topology fixed for the
outgroups and the other Paralvinella species, as they were well resolved.

II.3.2 Evaluating bifurcations at the root of Alvinellidae

In order to solve the alvinellid family topology, we exhaustively compared the phy-
logenetic results obtained for all possible root topologies. The outgroup subtree (Terebel-
lidae+ Ampharetidae rooted with P. gouldii) as well as the Paralvinella subtree (excluding
P. p. irlandei and P. unidentata) are considered resolved and constrained. Figure IL.2 lists all
these topologies, numbered from 1 to 15.
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F1GUrk I1.2 - Constrained topologies. The topologies only differ in the arrangement of the
species P. unidentata, P. p. irlandei, when compared with the genera Paralvinella and Alvi-
nella at the root of Alvinellidae. The Alvinella group comprises the species A. pompejana
and A. caudata, and the Paralvinella group (P) comprises all species Paralvinella except
P. p. irlandei and P. unidentata. Trees are rooted with a set of outgroups (O) with the same
species arrangement comprising species from other closely-related families of Terebellifor-
mia (Terebellidae+ Ampharetidae+P. gouldii).
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The results of the inference methods on the two sequence datasets (CDS or translated
proteins) are presented in Table II.1. From these analyses, four topologies stand out :

— Topology 7, 8 and 9, in which P. p. irlandei is sister to the all other Alvinellidae. Topo-
logy 9 brings the Alvinella and P. unidentata lineages closer together, A. pompejana,
A. caudata and P. unidentata being sister species. Topology 7 brings the Alvinella li-
neage closer to P. p. irlandei, and topology 8 brings Alvinella species closer to other
Paralvinella. According to the AU test, the best-ranking topology obtained in the dif-
ferent phylogenetic method (T9 or T8) was not significantly better than these topolo-
gies, except T7 which was significantly worse than T9 in the nucleotide+ML analysis
(p-value=0.3%). Following all analyses, we finally retained T9 as the most appropriate
topology over the three and this topology is detailed in Figure Il.1a;

— Topology 6, in which the Alvinella lineage is sister to Paralvinella, which forms a
monophyletic genus within which P. p. irlandei and P. unidentata are sister species.
According to the AU test, the best-ranking topology T9 (using the ML inference on
nucleotide sequences), or the topologies T9 and T8 (using the coalescence approach
with both nucleotide and amino acid-encoded genes) were not significantly better
than T6. However, T6 was significantly worse than T9 in the amino acid+ML approach
(p-value=2.1%). This T6 topology is detailed in Figure II.1b.
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Concatenation Coalescence
499,036 sites 277,900 sites 657 genes 699 genes
nucleotide amino acid nucleotide amino acid

T1 -419 - 582 -2,743  -16,170
T2 - 600 -619 -13,197  -14,886
T3 - 343 -410 - 6,822 -6,420
T4 - 312 - 428 -2,915 - 6,627
T5 - 271 - 480 -2,304 -16,085
T6 - 119 - 208 - 665 - 9,202
T7 - 167 - 88 - 2,234 - 1,019
T8 -77 -93 - 6,330 0
T9 0 0 0 - 802
T10  -482 - 632 -10,956 - 19,554
T11 - 380 - 521 -10,896  -13,790
T12  -548 - 645 -22,097 -27,472
T3 -443 - 408 -9,572  -16,903
T4 - 421 - 492 -8,951  -17,059
Ti5  -644 - 703 -14,128  -21,391

TaBLE II.1 - Scores obtained for the 15 Alvinellidae topologies under different phylogenetic
models. First and second columns : maximum likelihood on the nucleotide or amino-acid
encoded supergenes, run as one gene partition under the GTR+I" or LG+I" model. Third
and fourth columns : quartet score of species trees established from gene trees, either from
nucleotide or amino-acid encoded genes. For each method, the topology with the highest
score is set to 0, and the difference between the tree score and the best-scoring topology
is shown. According to the AU test, species trees for which the top ranked topology is not
better at a 5% threshold are in grey.
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II.3.3 Phylogenetic discordance between genes

We then focused on the evaluation of the phylogenetic signal at the gene level. We es-
timated the likelihood of the 15 constrained topologies for each gene separately, either on
their coding sequences or their translated protein counterparts. As shown in Figure II.3b.
and I1.3d., all topologies are supported by a high number of genes. Interestingly, genes
containing more parsimony-informative sites, and thus having more power to distinguish
between the contrained topologies (by increasing the phylogenetic signal at the root of the
family), did not exclude some topologies, even though the topologies T6 and T9 are suppor-
ted by a relatively higher proportion of genes as the number of informative sites increases.
As a consequence, the discordance between gene histories is not solely attributable to gene
tree estimation error and a loss of phylogenetic signal at some slow-evolving genes in which
a higher GTEE is prone.
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Ficure I1.3 - Topology weight across genes. Topologies are colored according to the maxi-
mum probability of their associated lineages’ quartet. (a) Nucleotide-encoded gene associa-
tions with the three possible scenarios labelled 1, 2 and 3 at the root of the family. Number
of genes strongly associated with one scenario (Pr > (.8) are indicated in each pole. (b)
Distribution of genes’ probabilities according to the number of parsimony-informative sites
for nucleotide sequences. (c) Amino acid-encoded gene associations with the three possible
scenarios labelled 1, 2 and 3 at the root of the family. Number of genes strongly associated
with one scenario (Pr > 0.8) are indicated in each pole. (b) Distribution of genes’ probabi-
lities according to the number of parsimony-informative sites for amino-acid sequences.
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In Figure II.3a. and IL.3c., we reassigned the 15 topologies to three simpler scenarios la-
belled 1, 2 and 3, to identify a potential bias of support in the shared gene histories between
the Alvinella, Paralvinella, P. unidentata and P. p. irlandei lineages. Indeed, the three sce-
narios should account for the true species tree on one hand, and two alternative quartets
on the other hand, resulting either from introgression, ILS or GTEE (L. Car et al., 2021).
Observing a bias in the sampling of the two alternative scenarios is the result of specific
introgression between two lineages. We tested this bias by considering the null hypothesis
that the two alternative quartets were equally sampled in gene trees, following a binomial
distribution of parameters n, being the number of genes falling in the alternative quar-
tets, and p = 0.5, the probability of choosing one quartet over the other (PEASE et al., 2018).
Considering nucleotide-encoded genes, 182 genes favor scenario 1 with a closer relationship
between Alvinella+P. p. irlandei opposed to P. unidentata +Paralvinella (55 genes assigned
with Pr > 0.8), 234 genes favor scenario 2 in which Alvinella+P. unidentata is opposed to
Paralvinella+P. p. irlandei (91 with Pr > (.8) and 241 genes are supporting scenario 3 where
Alvinella+Paralvinella is opposed to P. p. irlandei +P. unidentata (94 with Pr > 0.8). For
amino-acid encoded genes, these scenarios are respectively supported by 205 (55), 234 (72)
and 260 (94) genes. For nucleotide-encoded genes, choosing scenario 2 or 3 as the true spe-
cies tree results in scenario 1 being less supported than the alternative topology (scenario 1
against 2: X ~ B(416,0.5), Pr(X < 182) = 0.006, scenario 1 against3: X ~ B(423,0.5),
Pr(X < 182) = 0.002). On the contrary, scenario 2 and 3 are not distinguishable if sce-
nario 1 in the true topology (X ~ B(475,0.5), Pr(X < 234) = 0.39). For amino-acid
encoded genes, choosing scenario 2 or 3 as the true species tree results in scenario 1 being
less supported than the alternative topology 3 (X ~ B(465,0.5), Pr(X < 205) = 0.006) or
marginally less supported than scenario 2 (X ~ B(439,0.5), Pr(X < 205) = 0.09). Again
scenario 2 and 3 are not distinguishable if scenario 1 in the true topology (X ~ B(494,0.5),
Pr(X < 234) = 0.13). Consequently, one of the scenarios 2 or 3 is likely the true species
tree while the second is the result of significant gene flow. In this case, gene trees suppor-
ting scenario 3, which brings closer the Alvinella species and P. p. irlandei, are the result of
ILS and potential GTEE.

II.3.4 Species tree reconstruction with constrained gene trees and
the coalescent approach

In our final approach, we attempted to reconstruct the species tree using the coalescent
method from gene trees constrained to one of the 15 topologies. The goal was to reduce
the overall gene tree estimation error (GTEE), assuming that incomplete lineage sorting
(ILS) and inter-species gene flow were low at all nodes of the tree with the exception of
the two nodes at the root of the family Alvinellidae. When evaluating the 15 topologies
with this approach (see : Figure II.4a), T7 had on average the highest quartet scores both
for nucleotide-encoded genes and their translated amino-acid counterparts, although this
result was sensitive to the resampling of genes and gene trees uncertainty. Figure II.4b. dis-
plays the combined quartet scores obtained by each topology as the Euclidean distance to a
hypothetical ideal topology at coordinates (1,1) that would maximize the quartet scores for
both types of sequences. In this representation, T7 also obtains the best combined score,
although not statistically better than T8 and T9 (p — value = 0.23,0.34 respectively).
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In all these topologies, P. p. irlandei is paraphyletic with the other Paralvinella species.
The relationship of P. unidentata with other alvinellid clades is however different in these
three topologies, being sister species to Paralvinella in T7, to Alvinella in T9 or to Alvi-
nella+Paralvinella in T8. Compared to previous analyses for which T6 and T9 were prefer-
red, these topologies are less supported here, even if the score of T7 is only significantly
better than T6 (p — value = 0.009) but not T9. This may be explained by the fact that
T7 represents an intermediate topology between T6 and T9, which are two most frequent
co-occurring topologies in the gene trees sets (see Discussion, Monophyly of the genus
Paralvinella).
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FiGure I1.4 - Fitting scores of the species tree topology by ASTRAL from the 15 constrained
topologies, with standard deviations. Each evaluation is the result of 10,000 resamplings of
gene trees. (a) biplots of quartet scores (in %) obtained for each topology from the amino acid
and nucleotide sequence datasets. A score closer to 1 indicates that the species-tree topology
is more in agreement with the set of gene trees. (b) Euclidean distance d estimated for each
topology to the point (1,1), which represents an ideal case where all gene trees agree with
the proposed species tree topology. For each topology TX, the hypothesis d; < dx is tested
with a transposed AU test based on gene re-sampling. If the test fails, then T7 is not better
than TX : *: p — value < 5%, **: p — value < 1%, ***: p — value < 0.1%.
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I.3.5 Molecular dating of the alvinellid radiation

We estimated the age of the alvinellid worm’s radiation under the three main topology
hypotheses. The three models used for molecular dating (Log-normal, CIR, and uncorrected
Gamma multipliers) gave different results about the age of the radiation, ranging from 45
to 100 millions of years ago (Ma). However, the log-normal model appears to significantly
underestimate ages, since the root of the tree is estimated to be between 79 and 89 millions
of years old (My) depending on the tree topology, which is far from our expectations based
on the age of the terebellomorph fossils from the Devonian-Carboniferous period (SEPKOSKI
Jr., 2002). On the other hand, the uncorrelated Gamma multipliers model, which assumes
that the evolutionary rates of branches are uncorrelated with time, places the age of the
tree’s root between 291 and 335 My (confidence intervals : 132-599 Ma), which is very close
to the expected age. The radiation of the Alvinellidae is estimated between 92 and 99 Ma
(47-180 Ma). Yet the 95% confidence intervals are still very large with this model, and the
estimated ages are far from the ages with the model run under the prior, which dates the
MCRA around 70-80 Ma (between 36 and 214 Ma). Finally, the CIR model proposed the
most consistent estimates (see : Figure IL.5). The age of the terebelliform MCRA is 120-160
My (98-198 My). The age of the Alvinellidae radiation stands between 67 and 91 Ma (55-112
Ma). These ages also better agree with the model run under the prior (age of the root ranged
between 34 and 210 My, with a mean between 75 and 81 Ma depending on the topology).
In these two last models, the radiation of the Alvinellidae was a rapid event occurring in
the Late Cretaceous. The estimates obtained with the CIR model for alternative topologies
are given in the supplementary data, Figure 5.
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F1GURE IL.5 — Chronogram of the family Alvinellidae under the CIR model with two cali-
bration points (in purple), assuming T9 topology. Branch lengths are reported in expected
numbers of amino-acid substitutions (LG+I") and coalescent time unit (obtained from un-
constrained gene trees). The ages of some nodes of interest with 95% confidence intervals
are reported in millions of years ago (Ma). The ages of birth of the Alvinellidae family and
its spread in the eastern Pacific are also reported assuming the T6 and T7 topologies with
95% confidence interval. llustrations : (A) A. pompejana, (B) A. caudata, (C) P. unidentata,
(D) P. p. irlandei, (E) P. palmiformis, (F) P. grasslei, (G) P. mira, (H) P. hessleri, (I) P. sulfincola,
(J) P. fijiensis.
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II.4 Discussion

I1.4.1 Monophyly of the genus Paralvinella

The initial description of the family by Desbruyeres and Laubier subdivided the family
into two genera, mainly based on the shape of the gills (four pairs of lamellar gills in Alvi-
nella, versus simple cylindrical gills with no filaments at the tip in Paralvinella), the position
and shape of the ventral uncini (on segment 9 in Paralvinella or 9 and 10 in Alvinella) and
the position of the first setiger (segment 3 in Paralvinella and 6 in Alvinella) (DESBRUYERES
et LAUBIER, 1986; JoUuIN et Francoise GAILL, 1990; JOLLIVET et Stéphane HOURDEZ, 2020).
Based on these morphological criteria, these authors therefore proposed a taxonomic ar-
rangement in which P. unidentata was closer to the sibling pair of species P. p. irlandei
and P. p. pandorae within the Paralvinella genus, and subsequently grouped into the Nau-
talvinella subgenus (DESBRUYERES et LAUBIER, 1993). This grouping proposal is equivalent
to the T6 topology, which is one of the best topologies identified by the molecular phy-
logeny on supergenes of this study, and which is also well supported by individual gene
trees when constrained among the 15 most relevant tree topologies. The dichotomy bet-
ween the genera Alvinella and Paralvinella was also suggested by Jollivet and colleagues
who proposed the monophyly of Paralvinella on the basis of 14 allozymes or a set of 278
concatenated orthologous sequences (JOLLIVET, DESBRUYERES et al., 1995; JOLLIVET et Sté-
phane HoOURDEZ, 2020). Interestingly, these two articles, like this study, include sequences
of the species P. unidentata, which are mandatory to resolve the initial quartet at the root
of the family clade.

However, although the alvinellid family appears to be monophyletic, the split of the first
alvinellid ancestors is poorly resolved at the root of this clade. Other topologies, notably
T7 and T9 are also well supported by numerous genes suggesting that the genus Paralvi-
nella could be paraphyletic. Topologies T7, T8 and T9, within which P. p. irlandei is a sister
species to the other Alvinellidae, got very good scores and agree with previous studies pro-
posing phylogenies based on either mitochondrial Cox1 sequences or sets of orthologous
sequences derived from transcriptomes and combined with some morphological characters
(VRIJENHOEK, 2013; STILLER, TILIC et al., 2020; JOLLIVET et Stéphane HOURDEZ, 2020). In
our analysis, the T9 topology - but also the T7 topology to a lesser extent - is well suppor-
ted by the gene-to-gene approach (using a coalescent method similar to the one employed
by STILLER, TILIC et al., 2020) or partitioned phylogeny. In the present study, we ensured
that each orthologous gene cluster contained a sequence for P. p. irlandei, but additional
information from its sister species P. p. pandorae from the Juan de Fuca Ridge would have
certainly helped to improve the confidence at the first nodes of the family. These three to-
pologies differ in the positioning of P. unidentata in relation to the rest of the Alvinellidae.
In T7, P. unidentata is closer to other Paralvinella species, while it is closer to P. p. irlandei
in T8, and closer to Alvinella in T9. It is worth noting that the grouping of P. unidentata
and Alvinella (T9) is in agreement with some traits concerning the gills’ morphology : in
particular, the filaments of P. unidentata are flattened, which is unique compared to other
Paralvinella species, and similar to the lamellar shape of the gills of the two Alvinella spe-
cies. This topology thus raises the question of the monophyly of Alvinella in the traditional
view that separates this genus from all other species of Alvinellidae. However, the overall
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structure of the gills of P. unidentata, with a tip devoid of filaments and funnel-like inser-
ted secondary filaments, brings the species closer to other Paralvinella and especially to
P. p. irlandei (DESBRUYERES et LAUBIER, 1993). The study of the gills in Alvinellidae is a
good example of the importance of morphological variations that can be observed within
the Terebelliformia at the level of palps, chaetae and gills, as well as the shape and position
of the uncini (DAy, 1964 ; STILLER, TILIC et al., 2020), which can be highly diverged even in
closely-related species because of difference in their adaptive trajectories. To this extent,
the shape of gills and their size are likely to be sensitive to natural selection as they are
crucial to enduring long periods of hypoxic conditions, while being able to rapidly capture
massive amounts of oxygen in well-oxygenated water when the worm is no longer expo-
sed to the fluid mixing (Jouln et Francoise GAILL, 1990). Depending on the species’ ecology,
these periods of oxygenation may greatly vary from very brief periods of times (Alvinella)
to longer ones (P. p. irlandei).

From our results, the paraphyly of Paralvinella seems to be the preferred solution. It
is noteworthy that this conclusion is more supported by amino-acid encoded genes when
compared to nucleotide encoded genes. This could be partially due to long-branch attrac-
tion artifacts, given that the average amino acid composition of P. p. irlandei sequences
deeply contrasts with the average composition of other alvinellid species (see Methodo-
logical control - Data quality). This bias in the amino-acid composition of P. p. irlandei is
tricky but could be explained by the ecology of the worm, which lives under colder condi-
tions and seems to be less adapted to hypoxia (i.e. comb-like gills). Nevertheless, we chose
to retain T9, as shown in Figure IL5, as the most reliable species tree topology for the Al-
vinellidae. This contrasts with the initial view of a family split into two genera with Alvi-
nella species sister to Paralvinella species. However, most gene trees are inconsistent with
this topology, even for the most phylogenetically-informative genes. The radiation of the
Alvinellidae is undoubtedly a difficult case to resolve where multiple short branches (diver-
gence < 1%) are buried deep in the tree topology. The radiation leading to the separation
of the Alvinella, P. unidentata, P. p. irlandei, and other Paralvinella lineages is likely a fast
event in the timescale of the whole family, and possibly linked to some adaptive strategies
to cope with different thermal habitats. This led to high incomplete lineage sorting and
cross-species gene flow, possibly adaptive, which appears with branches shorter than 0.1
coalescent time units and a mixing of genes pointing to either the T6 or the T9 topologies.
This also agrees well with the observation that the evolutionary rate may be slow in al-
vinellid worms, consequently maintaining ancestral polymorphisms for a very long time
(FoNTANILLAS et al., 2017). For example, in P. unidentata and P. fijiensis, present-day popu-
lations that have been separated for 3 to 4 million years also display short coalescent times,
between 0.05 and 0.35 (see supplementary data Fig. 1), and Jang et al. estimated the split of
the the northern East Pacific Rise and the northeastern Pacific Antarctic Ridge populations
to about 4.2 million years ago for A. pompejana (JANG et al., 2016), despite the maintenance
of shared polymorphisms between the two metapopulations.

Finally, the distribution of gene tree topologies is not random, but biased toward two
alternative scenarios where P. unidentata is either closer to the Alvinella species, or closer
to P. p. irlandei. Such a distribution is expected if one of these topologies is reflecting the
true species tree, while the other is the consequence of specific gene flow between the two
incriminated lineages. Yet these two scenarios are not directly compatible with one ano-
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ther if we consider than T9 is the true species tree. On the contrary, T7 is an intermediate
topology where high asymmetric gene flow from the ancestor to the P. unidentata lineage
to the ancestor of P. p. irlandei would result in T6, while cross-species gene flow between
ancestors of P. unidentata and the Alvinella lineage would result in T9. Thus, even though
it is less well supported by the phylogenetic inferences from concatenated supergenes or
unconstrained gene trees, T7 is an interesting topology that could reconcile the main phy-
logenetic relationships that appear in the multi-gene analysis. Lastly, while T8 is closer to
the T9 topology, it is hardly compatible with T6 as the transition from T8 to T6 requires
a higher number of tree rearrangements. This make T8 less likely to represent the true
species tree.

Consequently, in the case of the Alvinellidae, the rapid radiation of the first ancestral
lineages led to some probable introgressive gene flow between the ancestor of P. unidentata
and both the ancestors of P. p. irlandei and the two Alvinella species which may have been
coupled with the maintenance of ancestral polymorphisms due to a very high level of ILS.
Following this view, the topologies T6, T7, and T9 appear to be equally likely to explain the
evolutionary history of this peculiar and highly adapted family of worms. This casts doubt
on the relevance of a binary tree of species at the root of the family, as different genomic
regions more likely have different phylogenetic relationships.

II.4.2 Division of the genus Paralvinella

Desbruyeres and Laubier proposed to divide the genus Paralvinella into three subgenera
on the basis of morphological characters (DESBRUYERES et LAUBIER, 1993) :

— P. Paralvinella, which groups the species P. palmiformis, P. grasslei, P. fijiensis and
P. sulfincola;

— P. Miralvinella, which groups the species P. hessleri, P. dela and P. bactericola;

— P. Nautalvinella, which includes the species P. unidentata, P. p. irlandei and P. p. pan-
dorae.

Several criteria were used to differentiate these subgenera, notably the presence of
specialized sexual tentacles (used in the male-female pairing during reproduction) on the
mouth apparatus of males in P. Paralvinella (three-lobed) and P. Miralvinella (pointed and
coiled) which are absent in P. Nautalvinella, the shape of the gills (filaments on the oppo-
site sides in P. Paralvinella and P. Miralvinella, and comb-like in P. Nautalvinella), as well
as the presence of digitiform notopodial lobes on the anterior part of P. Paralvinella and P.
Miralvinella which are absent in P. Nautalvinella. Other morphological criteria were used to
differentiate these subgenera despite being more variable, such as the number of segments
of the animals (55 to 180 setigers in P. Paralvinella versus 50 to 75 in P. Miralvinella and P.
Nautalvinella), or the position of the first uncini (setigers 12 to 26 in P. Paralvinella, 15 to 26
in P. Miralvinella and 5 to 32 in P. Nautalvinella) (DESBRUYERES et LAUBIER, 1993 ; JOLLIVET
et Stéphane HOURDEZ, 2020 ; HAN et al., 2021).

Han et al. also argued that the new species P. mira is related to the subgenus Miralvinella
by considering the pointed shape of the sexual tentacles, the shape of gills and the presence
of digitiform lobes on the notopodia. The authors still noted peculiarities, such as the first
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three setigerous segments, which are not fused in P. mira, and the insertion of numerous
slender oral tentacles on the buccal apparatus (HAN et al., 2021). In our analyses, the phy-
logeny of the species which belong to the subgenera Miralvinella and Paralvinella is well
resolved with a high level of confidence. The species P. mira, as suggested by HAN et al.,
2021, effectively groups with P. hessleri, which is the only other Miralvinella species inclu-
ded in this phylogeny. According to Han et al., P. mira is morphologically closer to P. hessleri
than to P. dela or P. bactericola when considering the shape of the buccal apparatus (stronger
tentacles in P. mira and P. hessleri) and the position of the first uncinigerous neuropodial
tori on chaetiger 16 or 18 in P. mira and P. hessleri vs. 32 for P. dela and P. bactericola (HAN
et al., 2021; JOLLIVET et Stéphane HOURDEZ, 2020). The geographical distribution of the
species also agrees with this view, as P. mira and P. hessleri are found in the Indian Ocean
and south-west Pacific Ocean, while P. dela and P. bactericola are sister species inhabiting
the Juan de Fuca Ridge and the Guaymas basin in the eastern Pacific Ocean (DESBRUYERES
et LAUBIER, 1993 ; JOLLIVET et Stéphane HOURDEZ, 2020). Unfortunately, molecular data are
not available for the rarer species P. dela and P. bactericola to confirm the monophyly of the
Miralvinella subgenus. The subgenus Paralvinella is however no longer monophyletic since
the Miralvinella species are included in this group. The three-lobed tentacles of the mouth
apparatus would then represent a symplesiomorphy of the genus Paralvinella, derived later
as pointed tentacles in Miralvinella.

Finally, the subgenus Nautalvinella as described by Desbruyéres & Laubier is also no
longer monophyletic. If T9 or T7 are kept as the most probable species trees, the species
P. p. irlandei and P. p. pandorae are sister to the Alvinella and Paralvinella clades, and can be
grouped under a reduced Nautalvinella genus as proposed by STILLER, T1LIC et al., 2020. It is
noteworthy that in T9, P. unidentata is also a sister species to the two Alvinella species. This
casts doubts on the definition of the Alvinella genus, which groups together two species
with very little divergence (< 1%) but not P. unidentata from which they greatly diverge.
Yet single gene phylogenies are equally distributed between topologies that group Alvinella
and P. unidentata (mainly T9) and those which group P. p. irlandei and P. unidentata together
(mainly Té, see Fig. I1.3). Thus, the acquisition of comb-like gills, the loss of the pair of
sexual tentacles on the buccal apparatus of males and the loss of the digitiform notopodial
lobes, which are the main elements in Desbruyeres & Laubier’s diagnosis of the subgenus
Nautalvinella (DESBRUYERES et LAUBIER, 1993), may have arisen as a result of gene transfer
between the P. unidentata and P. p. irlandei lineages.

II.4.3 The spread of alvinellid worms in and outside of the Pacific
Ocean

Our molecular dating estimates rely on two calibration points. The first point corres-
ponds to the recent opening of the Manus (3-4 Ma) and Lau (1-2 Ma) basins, which are
assumed to form two disjoint ridge systems (BOULART et al., 2022). The second refers to
the subduction of the Farallon Plate beneath the North American Plate, which caused a
vicariant event between hydrothermal vent communities of the Eastern Pacific between 34
and 23 My (TUNNICLIFFE, 1988). This vicariant event has already been used to date other
phylogenies of vent species distributed between the EPR and JdF, if we consider that these
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species disperse mostly along the axial valley of oceanic ridges (STILLER, ROUSSET et al,,
2013; JoLLIVET et Stéphane HOURDEZ, 2020). This last calibration point is particularly in-
teresting in the case of the Alvinellidae, since it separates several pairs of alvinellid sibling
species distributed throughout the phylogeny : P. palmiformis and P. grasslei, P. p. irlandei
and P. p. pandorae, as well as P. dela and P. bactericola (TUNNICLIFFE, 1988 ; DESBRUYERES
et LAUBIER, 1993 ; JOLLIVET et Stéphane HOURDEZ, 2020). Our estimates would certainly be-
come more accurate through a more comprehensive sampling of the different species of
the family, as there are no molecular data for the rarer species P. dela and P. bactericola.
Similarly, only the Cox1 gene of P. p. pandorae is available (JOLLIVET et Stéphane HOURDEZ,
2020). Based on this sequence, the level of divergence estimated between P. p. irlandei and
P. p. pandorae was nearly identical to the divergence estimated by Chevaldonné et al. for the
species P. palmiformis and P. grasslei, and supports the Cox1 divergence rate of 0.13%/My
established by these authors for the Alvinellidae (CHEVALDONNE, JOLLIVET et al., 2002). Fol-
lowing this rate, the estimates for dating the age of alvinellid radiation using our genomic
datasets were not very different from the mitochondrial estimate with the same set of spe-
cies (JOLLIVET et Stéphane HOURDEZ, 2020).

Most of the species in the family, namely A. pompejana, A. caudata, P. p. irlandei, P. grass-
lei and P. palmiformis, are endemic to the East Pacific Rise or the Juan de Fuca Ridge
(DESBRUYERES et LAUBIER, 1986). The most parsimonious explanation for this distribution
regarding the phylogeny is an origin of the family in the Eastern Pacific Ocean. This is
consistent with the distribution of the sister family Ampharetidae, for which species diver-
sity was the greatest in the eastern Pacific, which may suggest a common origin for both
families in the now-extinct or subducted Pacific-Farallon and Mathematician ridges. These
ridges have been active since the Early Jurassic (200 Ma) and have played a central role in
the initial dispersal of the hydrothermal vent fauna in the Pacific (MAMMERICKX, HERRON et
DoRrMAN, 1980; BACHRATY, LEGENDRE et DESBRUYERES, 2009). The split between the Alvi-
nellidae and Ampharetidae occurred between 100 and 130 Ma according to the CIR model,
at a time when high spreading rates and off-ridge volcanism formed sub-aerial volcanic en-
vironments, which are now submerged in the Pacific (ROHL et OGG, 1996). These emerged
masses may have served as refuges for vent faunas during episodes of deep-sea anoxia from
the Aptian to the Cenomanian ages (125 to 94 Ma) (JacoBs et LINDBERG, 1998). In contrast
to the Ampharetidae, for which colonization of the deep hydrothermal environment seem
to have happened several times independently, all Alvinellidae are endemic to the hydro-
thermal environment and it is likely that the ancestor of the family was already associated
with vent sites.

Depending on the model used for the molecular dating, the subsequent radiation of the
family Alvinellidae occurred between 92-99 Ma (uncorrelated gamma model, 47-180 Ma) or
between 67-91 millions years ago (CIR model, 95% confidence interval 55-112 Ma) . These
estimates suggest that alvinellid worms have a long history of speciation, dating back to the
Cretaceous period (HAYyMON, KosKI et SINCLAIR, 1984 ; VRIJENHOEK, 2013). Using 278 ortho-
logous genes or the Cox1 mitochondrial gene, Jollivet and Hourdez proposed two dates for
the radiation of the Alvinellidae, one at 198 Ma and the other at 72 Ma (JOLLIVET et Stéphane
HoURDEZ, 2020). The first dating, obtained from only one calibration point, is likely too old
as molecular phylogeny analyses show that most of the invertebrate taxa underwent a ra-
diation in the Cenozoic (about 66 Ma), and the fossil record exhibits important transitions

_86_



Etablissement de la Phylogénie des Alvinellidae

of the chemosynthetic faunas during the late Mesozoic (145-66 Ma) (VRIJENHOEK, 2013).
Moreover, the molecular dating did not take into account the upper age limit associated
with the first occurrence of Terebelliformia fossils. Our estimates, under the hypotheses of
the three tested topologies (T6, T7 and T9), are in line with a radiation dating back to 70-80
Ma. This is in agreement with the second dating of Jollivet and Hourdez at 72 Ma, establi-
shed from Cox1 with one calibration point for two pairs of sibling species. The radiation
is therefore likely to follow the Cenomania/Turonian extinction phase, about 94 Ma. This
major anoxic/dysoxic event has been argued to have created opportunities for modern taxa
to invade deep environments (THOMAS, 2007 ; VRIJENHOEK, 2013).

Finally, considering the alternation in the phylogeny between species associated with
the eastern Pacific (A. pompejana, A. caudata, P. p. irlandei, P. grasslei, P. palmiformis, P. sul-
fincola) or with the western Pacific (P. unidentata, P. hessleri, P. sp. nov., P. fijiensis), the co-
lonization of the Pacific Ocean must have occurred several times (DESBRUYERES et LAUBIER,
1993). The divergence of the Miralvinella species would range between 35 and 65 My (95%
confidence interval : 27-80 according to the CIR model), which corresponds to the spread
and subduction of the Kula ridge (between 60 and 43 My, SmiTH, 2003). This ridge has
been indeed proposed to represent a bridge between the western and eastern Pacific hy-
drothermal basins, which are now isolated from each other (HESSLER et P. F. LONSDALE,
1991 ; BACHRATY, LEGENDRE et DESBRUYERES, 2009). The colonization of the Southwest Pa-
cific region would be a second event between 45 and 22 My (55-18), potentially concurrent
with the subduction of the Pacific plate under the Ontong-Java plateau between 45 and 30
Ma and the subsequent opening of modern-day basins (SCHELLART, LISTER et Toy, 2006).
The recent description of P. mira in the Indian Ocean, at Wocan and Daxi vents, shows
that the alvinellid worms have also spread outside the Pacific Ocean. The divergence bet-
ween P. mira and P. hessleri is dated back to 35-37 My (27-48) and could be an argument for
the recent colonization of the Indian Ocean. The connection between the western Pacific
and the Indian Ocean through Northern Australia was closed between 60 and 40 Ma, with
the advance of the Philippines and the opening of the China Sea (PARKER et GEALEY, 1985;
Moatic et al., 2012). Although the tectonic history of this region makes it difficult to recons-
truct ridge connectivity between oceanic basins, the colonization of the Indian Ocean by
Alvinellidae was made possible through the Antarctic Ridge, whose spread started about
50 Ma and connects the Indian Ocean with the Pacific Ocean (PARKER et GEALEY, 1985).
This ridge is indeed a link to most of the vent sites, from the EPR to the mid-Atlantic Ridge
through the Indian Ocean (MoALic et al., 2012). Although Alvinellid worms are rare in the
Indian Ocean, an undescribed species of Paralvinella was found at the Solitaire vent field
on the Central Indian Ridge (NAKAMURA et al., 2012). The sampling of this species may be
of particular interest to investigate the possibility that the Central Indian Ridge acted as a
stepping stone to the Wocan and Daxi sites in the dispersal of Alvinellidae.
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I.4.4 Methodological control of the phylogenetic reconstructions

Constrained topologies

To identify the most likely tree topology for the Alvinellidae, we chose to exhaustively
evaluate the most relevant topologies via different phylogenetic inference methods. These
analyses provided robust inferences for some specific groupings. Species associated with
the subgenera Paralvinella and Miralvinella (without both P. unidentata and P. p. irlandei)
were thus constrained, taking into consideration that this group was correctly resolved with
reliable and consistent positioning of all species regardless of the method used (concatena-
tion or coalescent-based approaches, on either coding sequences or translated proteins).
The outgroup species (Ampharetidae, M. palmata, N. edwardsi, Terebellidae gen. sp. and
P. gouldii) were also constrained as an outgroup subtree. The grouping of M. palmata with
Terebellidae gen. sp. and N. edwardsi was consistent with the phylogeny proposed by Stil-
ler et al. and clusters the Melinnidae and the Terebellidae together with strong bootstrap
support (STILLER, TiLIiC et al., 2020). The species positioning in the family Ampharetidae
is more questionable. Anobothrus sp. was indeed sister to the family Ampharetidae from
analyses based on amino-acid encoded sequences (bootstrap = 82% and posterior probabi-
lity = 0.6), but the nucleotide sequence data suggested that Anobothrus sp. could be sister
to both Alvinellidae and Ampharetidae. Here we chose to consider only the topology in
which Ampharetidae species form a monophyletic group to reduce the variance of our tree
likelihood estimates with another flexible species position, but this constraint is likely a
simplification of the true gene topologies.

The question of whether the Alvinellidae form a sister family to the Ampharetidae or
whether the family should be included within the Ampharetidae cannot be fully resolved
without a more exhaustive sampling of species within the latter family. Both families have
retractable buccal filaments attached to the dorsal curtain, which is an important trait in
establishing the monophyly of Ampharetidae. While several morphological and molecular
studies have concluded a clear separation of the two families (ROUSSET, ROUSE et al., 2003 ;
STILLER, TiLIC et al,, 2020), Eilertsen et al. suggested on a broader ampharetid phylogeny
based on classical phylogenetic markers (mtCOI, mitochondrial 16S rDNA, nuclear 18S and
28S rDNA) that Alvinellidae should be included within Ampharetidae (EILERTSEN et al.,
2017). The relationship between the two families is presented as a trifurcation between
the Alvinellidae, Amphysamytha and [Anobothrus+ Amphicteis] lineages. In contrast to this
last result, our study concludes that the Amphisamytha species (A. carldarei) is sister to
the Amphicteis species (A. gunneri). The unresolved trifurcation proposed by Eilertsen et
al. is resolved in our analysis, with Alvinellidae being a monophyletic family, sister to the
clade and (Anobothrus,(Amphicteis,Amphysamytha). As the question of polyphyly of the
Ampharetidae group was not the purpose of the present study, we therefore decided to
follow the more consensual statement considering Ampharetidae and Alvinellidae as two
separate monophyletic groups, in accordance with phylogenies including a broader range
of Terebelliformia species. Nevertheless, the monophyly of Ampharetidae with respect to
Alvinellidae remains under question.
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Data quality

Phylogenetic reconstruction is sensitive to differences in species sequence composition.
Indeed, compositional biases affecting divergent species in the same way may be explained
by evolutionary convergence events that can be confused with synapomorphies. Conver-
sely, the absence of a compositional bias in some species compared to others can have the
same effect (the symplesiomorphy trap), which is a special case of long branch attraction.
This phenomenon has been observed in mitochondrial data of Ampharetidae and Alvinel-
lidae, which exhibit strong amino-acid and base composition biases (ZHONG et al., 2011). In
addition, Alvinellidae colonize contrasting thermal environments, which is known to have
an effect on the amino-acid composition of proteins between mesophilic and thermophilic
eukaryotes (G.-Z. WANG et LERCHER, 2010 ; NOORT et al., 2013 ; Bock et al., 2014).

The evaluation of the amino-acid composition bias in the alvinellid orthologous gene
clusters shows strong disparities between species (see supplementary data Fig. 6). In parti-
cular, P. p. irlandei shows very different values of amino-acid composition when compared
to other species, with great differences in indices such as CvP bias, Serine bias and purine
load : criteria which have been suggested to discriminate between warm and cold species
(HIcKEY et SINGER, 2004; FONTANILLAS et al., 2017). Therefore, we carefully filtered out
genes that exhibited a high compositional heterogeneity in our phylogenetic analyses. We
also ensured each gene alignment contained a sequence of P. p. irlandei in the analysis, al-
though most of the P. p. irlandei sequences were on average shorter and more fragmented
(158,783 total nucleotide sites and 292,610 amino acid sites). This limits the available phylo-
genetic information for this species compared to other alvinellid species of the dataset, and
may have played a role in the placement of this species in the alvinellid tree. One might
indeed expect that the strong compositional bias found in P. p. irlandei would tend to make
this species diverge more rapidly among the Alvinellidae in the phylogenetic reconstruc-
tion. Moreover, the average composition of P. p. irlandei is not only different from the other
species of Alvinellidae, but also differs from the species chosen as outgroup (Ampharetidae
+ Terebellidae + P. gouldii). The positioning of P. p. irlandei in the alvinellid tree could be
therefore highly gene-dependent when estimating tree topologies (and to a lesser extent
when fitting constrained gene trees). One must therefore be cautious with the good scores
of the T7, T8 and T9 topologies, which place P. p. irlandei sister to other Alvinellidae species,
as it may be a typical consequence of long-branch attraction.

The rapid radiation of the family probably occurred at the end of the Cretaceous period
over a few million years, as shown by the short internal branches found at the root of the
family. This is another difficulty for resolving tree bifurcations in this phylogeny. Rapid
divergence can lead to a high rate of incomplete lineage sorting (ILS) and result in larger
gene tree estimation errors (GTEE) (MoLLoY et WARNOW, 2018). We must therefore be es-
pecially vigilant of the main biases that can lead to a difference between the gene trees and
the species tree, namely ILS, inter-species gene flow, gene duplications and GTEE (L. Car
et al,, 2021).

To limit the effects of gene duplications, we focused on orthologous gene clusters consi-
dered single-copy in lophotrochozoans based on ODB9 (see Material & Methods), and pa-
ralogy should therefore not be a concern in our analysis. In the case of very high ILS,
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coalescent-based methods should give better results than concatenation methods for esti-
mating the true species tree. Indeed, concatenation methods impose the same evolutionary
history on all genes, and do not take into account the possibility of gene introgression or
ILS. However, the superiority of coalescent methods depends on the confidence level put in
gene tree estimation. For low or medium ILS or inter-species gene flow, the concatenation
method, which benefits from longer alignments, allows the reduction of GTEE, and is still
more reliably in practice (RocH et WARNOW, 2015; MoLLoY et WARNOW, 2018). Generally
speaking, in the case of high ILS or large amounts of inter-species gene flows, coalescent
methods are preferable provided that GTEE remains low, particularly with the longest pos-
sible gene alignments (NUTE et al., 2018). A simulation by Molloy and Warnow on 26 species
and 1000 genes - conditions relatively similar to our study - further shows that if the ILS
is high, increasing the number of genes is preferable over filtering out gene trees on the
basis of GTEE. Nevertheless large GTEE severely limits the ability of both concatenation or
coalescent methods to find true species trees (MoLLOY et WARNOW, 2018).

To distinguish between GTEE and true gene tree variability at the root of the Alvinel-
lidae family, we considered a second step in which ILS and gene flow were negligible at all
nodes of the tree. Such an assumption was globally well supported by all methods, except
for the basal nodes of the Alvinellidae clade. We recomputed gene trees by reducing the
topology space to trees T1 to T15, with the objective of limiting GTEE at these nodes by
imposing a strong prior on these probable topologies. Surprisingly, we find that all 15 tes-
ted topologies are supported by a significant number of genes, regardless of the number of
informative sites at the gene level (see Fig. I1.3). If choosing between gene topologies was
guided only by GTEE, one would expect to see certain topologies to prevail over others as
the phylogenetic signal strengthens. This was not the case here, suggesting that other pro-
cesses such as ILS and inter-species gene exchanges are causing the discordance between
gene trees. Furthermore, unlike ILS which randomly segregates alleles between lineages
at a given node, gene introgression occurs specifically between two lineages in some spe-
cific regions of their genome. Therefore, in the case of high gene flow from one lineage
to another, one would expect to see some secondary topologies emerging to become more
represented than others. In our case, P. unidentata was more frequently closely associated
with P. p. irlandei and Alvinella than with other Paralvinella species, suggesting that secon-
dary gene exchanges occurred after the first speciation events with at least one of these
two sister lineages.

After assessing the effect of GTEE on gene topologies, we also evaluated the species tree
topology from the 15 constrained gene trees. This approach aimed at reducing the GTEE,
which is an essential assumption of the coalescent-based methods. In this case, topologies
T7, T8, and T9 were the three preferred solutions with very similar scores. These three
topologies also obtained good scores from the phylogenies on supergenes (Table II.1). In
general, T9 was the most supported topology in all approaches. Yet, T7 draws our atten-
tion as it is the only species tree topology that can easily explain the high prevalence of
both T6 and T9 at the gene level, with subsequent gene transfers between the P. uniden-
tata, P. p. irlandei and Alvinella branches. The sequencing effort, which includes several
hundred genes, is already very substantial and it is unlikely that increasing the number of
sequences will improve this result significantly. In the future, mapping the genes carrying
differences in the phylogenetic signal onto the genome of one of these three species (and
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potentially enhancing the sequencing to non coding regions to improve genetic resolution)
could enable us to see whether the genes associated with some specific topologies belong
to specific regions of the genome. This would help to conclude whether our gene topology
discrepancies were the result of ancestral gene transfers between these lineages and better
quantify their relative impacts.

I1.5 Conclusion

To conclude, our phylogenetic analysis of the alvinellid worms led to some uncertainty
in choosing the right tree species topology between T6 (monophyly of the Paralvinella ge-
nus) and T9 (polyphyly of the Paralvinella genus with P. p. irlandei being sister to other
alvinellid species). Different genes can have different phylogenetic histories, which is pro-
bably a consequence of the rapid radiation of several lineages from an ancestral worm po-
pulation, resulting in high incomplete lineage sorting and intraspecific gene introgression.
Moreover, these two topologies can be equally supported by some morphological traits de-
pending on whether some of them represent synapomorphies or symplesiomorphies. Some
traits such as the gill shape or the amino-acid residue biases in proteins are likely to be the
result of natural selection in the face of the contrasting thermal regime encountered by the
worms.
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Pectinaria gouldii /(1) /(1) 55 0.31 40 53.5/21.6 1235
Melina palmata | 334.5/50.51 223.8/29.4 872 0.07 515 99.0/0.4 1939

Terebellidae. sp.
(2 individuals)

Neoamphitrite edwardsii | 280.9/42.4 186.6/24.4 366 0.08 183 98.1/0.3 1908

2014.3/304.2  1545.1/195.4 2340 0.08 | 1308 95.0/4.0 1879

Anobothrus spp. 76.8/7.7 56.6/5.4 432 0.08 193 90.3/6.3 1753
Amphisamytha carldarei 78.5/7.9 43.8/4.2 280 0.07 126 76.4/19.7 | 1670
Amphicteis gunneri 95.9/9.6 71.3/6.9 408 0.07 182 86.1/9.9 1688
Hypania invalida 49.5/4.7 27.1/2.5 195 0.06 124 97.4/1.8 1905

Alvinella caudata | 230.1/34.8  154.9/20.4 394  0.10 299  99.2/0.3 1925
Alvinella pompejana /@) /@) 45 652 39 = 94.9/28 1871

Paralvinella pandorae
irlandei

13.8/1.0 1.0/0.7 195 0.27 80 35.4/31.1 1009
Paralvinella unidentata 1| 311.1/31.1 244.3/23.6 488 0.50 369 98.5/0.6 1942
Paralvinella unidentata 2 | 407.2/61.5 321.5/41.3 345 0.22 227 96.1/2.6 1907
Paralvinella unidentata 3 | 316.9/47.9 248.8/31.8 374 0.27 488 98.3/0.8 1925

Paralvinella palmiformis | 270.6/27.1 221.7/21.3 372 0.30 194 98.7/0.4 1916

Paralvinella grasslei
(2 individuals)

Paralvinella mira 13.4/2.0 11.0/1.5 127 0.16 86 91.0/4.5 1849

56.8/5.5 46.1/4.4 223 0.23 132 | 76.2/19.1 1595

Paralvinella hessleri 1 | 418.6/41.9 330.5/31.9 467 0.29 268 97.8/1.3 1925
Paralvinella hessleri 2 | 685.2/103.5  531.0/68.3 331 0.22 179 96.5/2.4 1890
Paralvinella sulfincola /(1) /(1) 21 0.41 32 68.1/14.6 1126

Paralvinella sp. nov.

(2 individuals) 894.7/135.1 669.4/85.4 560 0.35 276 | 83.4/13.3 = 1460

Paralvinella fijiensis

Manus Basin 1092.2/164.9  858.9/109.8 432 0.34 269 98.5/0.6 1921

Paralvinella fijiensis 1

e 326.5/32.6 252.8/24.4 496 0.52 359 98.6/0.5 1938
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Paralvinella fijiensis 2
U 493.0/74.4 384.1/49.4 347 0.24 223 97.3/1.9 1866

Lau Basin

Paralvinella fijiensis 3

e 430.3/65.0 336.1/43.3 325 0.24 198 97.4/1.5 1892

Table 1. Metrics of the different assembly steps and identification of orthologous genes.
Reads are filtered with Fastp. Transcript assembly is performed with Trinity. Prokaryotic
transcript cleaning is performed with Kraken. ORF delineation and trimming of 5' and 3' UTRs is
performed with Transdecoder. Transcriptome completeness assessment is performed with
Busco in comparison with the ODB9 Metazoa database (978 Buscos). Orthologous gene
clusters are retrieved with Orthograph, based on a database of 1997 orthogroup genes
identified in lophotrocozoa as single-copy genes. (1) Transcriptomes provided by Didier Jollivet.
(2) Transcripts retrieved with Augustus from the A. pompejana genome.

Command lines

FASTP

fastp -1 $1 -o reads fastp Rl.fastg.gz -I $2 -O reads fastp R2.fastq.gz Sphred
--compression=9 --detect adapter for pe --adapter fasta adapters-primers.txt -n
10 -g 25 -u 50 -1 50 -y 10 --cut right --cut right window size=5 --

cut _right mean quality 30 --correction --overlap len require 20 --
overlap diff limit 2 --overlap diff percent limit 5 --cut front --

cut front window size 1 --cut front mean quality 25 --trim poly g --

poly g min len 20 --trim poly x --poly x min len 20

TRINITY ASSEMBLY

Trinity --seqType fg --max memory 130G --left reads fastp kraken Rl.fg.gz --
right reads fastp kraken R2.fg.gz --CPU 8 --min contig length 50 --output
transcriptome trinity --full cleanup

CAP3

cap3 transcriptome.fasta -o 50 -p 99 > transcriptome.cap3.fasta
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Figure 1. Phylogeny obtained from 657 concatenated nucleotide genes (499,036 sites) shared by
at least 20 transcriptomes. IQ-TREE 2.0.3, partitioned model. 1000 ultrafast bootstraps.
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transcriptomes. Gene trees are obtained with IQ-TREE 2.0.3. The species tree is obtained with
ASTRAL 5.7.8. Posterior probabilities are indicated at each node.
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Figure 6. Composition of the transcriptomes. The blue bars correspond to the raw
compositions of the total assembled transcripts, trimmed of the 5' and 3' UTRs and
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Chapitre III

Thermophilie de 'ancétre des
Alvinellidae

Cette seconde partie de la thése a visé a reconstruire et exprimer certaines protéines
ancestrales des Alvinellidae, ainsi que de caractériser leur stabilité. Nous formulons ’hy-
pothese que chez les Alvinellidae, les protéines d’espéces thermophiles sont en moyenne
plus stables que les protéines d’espéces froides, comme suggéré par plusieurs études anté-
rieures (JOLLIVET, DESBRUYERES et al., 1995; RINKE et LEE, 2009). Nous devons cependant
déterminer si cela reste vrai pour les protéines sélectionnées dans ce chapitre.

La reconstruction des protéines ancestrales s’appuie notamment sur la phylogénie des
especes établie dans le chapitre 1. Pour les especes du genre Paralvinella, nous considérons
que les relations sont bien résolues. En revanche, une incertitude persiste quand aux rela-
tions évolutives entre les lignées profondes de la famille. En particulier, nous avons conclu
que différents génes puissent ne pas avoir la méme histoire évolutive du fait de tri incom-
plet de lignées et d’introgression interspécifique ancestrale. Pour cette raison, nous choi-
sissons de reconstruire les séquences ancestrales sous deux hypothéses phylogénétiques
différentes, correspondant aux propositions les plus vraisemblables.

Nous avons choisi de reconstruire les malate déshydrogénase cytosolique (MDHc), su-
peroxyde dismutase Cu/Zn (SOD) ainsi qu'une hémoglobine intracellulaire. L’objectif étant,
potentiellement, d’obtenir d’autres informations concernant le paléo-environnement comme
I’hypoxie, les conditions oxydo-réductrices et le contenu en métaux, qui sont des para-
metres importants pour caractériser le milieu hydrothermal. Les ancétres sélectionnés cor-
respondent au dernier ancétre commun de la famille, ainsi qu’a cinq autres ancétres im-
portants pour décrire I’évolution de la thermophilie au sein de la lignée. A cela s’ajoutent
les protéines de 8 espéces contemporaines, quatre espéces considérées chaudes (A. pompe-
jana, P. sulfincola, P. mira, P. fijiensis) et quatre espéces froides (P. unidentata, P. p. irlandei,
P. grasslei, P. palmiformis).

Au total, 44 protéines ont été exprimées et purifiées. La stabilité de ces protéines a été
suivie expérimentalement par nanoDSF ou nanoDSC gréce a des collaborations avec la pla-
teforme de biophysique moléculaire de I'Institut Pasteur et la plateforme de Biologie struc-
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turale de I'Institut intégrative de la cellule (I2BC) de I'Université Paris-Saclay. L’incertitude
sur les reconstructions ancestrales, due a des incertitudes concernant la topologie des arbres
de géne ou bien a I'inférence de la séquence en elle-méme, a également été évaluée via une
approche in silico de simulation des stabilités de protéines alternatives.

Ce chapitre présente les résultats obtenus pour la MDHc ainsi que la SOD Cu/Zn. La
mesure de la dénaturation de ’hémoglobine intracellulaire ayant été plus difficile a obtenir,
des résultats partiels pour cette protéine sont présentés en annexe. Néanmoins, considé-
rant les mesures obtenues pour le dernier ancétre commun des Alvinellidae pour ces trois
familles de protéines, nous pouvons conclure avec une bonne confiance que ’ancétre de la
famille était déja une espéce thermophile, y compris en prenant en compte les différentes
sources d’incertitudes liées a la reconstruction des séquences.
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I11.0.0.0.0.1 Abstract Alvinellid worms are endemic worm species from the hydrother-
mal vents of the Pacific and Indian oceans. They are believed to have a long history of
speciation in these harsh environments, dating back to the Cretaceous era. Contemporary
species face contrasted thermal regimes, as some species are associated with the walls of hy-
drothermal chimneys, experiencing higher temperatures than closely-related species which
are not on the chimneys. Using ancestral protein reconstruction on both the enzymes Cu/zn
superoxyde dismutase (SOD) and the cytosolic malate dehydrogenase (cMDH), we show
that these two proteins have a last common ancestor for the Alvinellidae as stable as the
proteins of nowadays warm alvinellid species. Combining experimental thermodynamic
measures of protein unfolding (micro-calorimetry and differential scanning fluorimetry) on
ancestral recombinant proteins and computer simulations, we demonstrate that this result
is reliable in the face of reconstructions’ uncertainties. We thus conclude that the ancestor
of the Alvinellidae was a thermotolerant species. The adaptation to colder environments in
some current species is a trait that was gained recently, independently in several lineages.

II1.1 Introduction

Alvinellide are a family of marine worms endemic to deep-sea hydrothermal vents from
the Pacific and Indian Ocean (DESBRUYERES et LAUBIER, 1986 ; HAN et al., 2021). Their name
come from the Alvin submersible which was used to discover for the first time deep-sea
hydrothermal vents in 1977 on the Galapagos rift at a depth of 2,500 m (P. LONSDALE, 1977).
Hydothermal vents are acknowledged as extreme environments, where highly speciali-
zed chimiosynthetic-based communities can thrive using the reduced chemicals present
in the hydrothermal fluid (HourRDEZ et WEBER, 2005). This fluid indeed results from hot
end-members’ emissions of sea water percolating through the oceanic crust to the mag-
matic chamber that subsequently mix with cold deep-sea water at the vent chimneys. This
produces steep but unstable environmental gradients, both physical (contrasting tempera-
tures) and chemical (pH, oxygen, hydrogen, sulfide) (LELIEVRE et al., 2018). While the in situ
measurement of the parameters of the fluid mixing remains challenging, notably due to its
high heterogeneity and complex non-conservative processes occurring during the mixing,
the end-member fluid is hot (temperatures above 300 °C), sulfide-rich (hundreds of micro-
molar), enriched in metals (Fe**, Zn*", Cd**, Cu®*, Pb*"), acidic pH (reaching 2-4), CO,-rich
(3.5-6 mM) and O,-depleted (LE Bris et Francoise GAILL, 2007). This implies that some envi-
ronmental parameters tend to correlate to form an abrupt chemo-physical gradient from the
source to the abyssal vicinity . Thus, higher temperatures of the fluid are generally sulfide-
rich, and more depleted in O, as a consequence of the spontaneous reaction with sulfide :
2H,S +30, — 2H,0 + 2SO0, (JouNsoN et al., 1986 ; Stéphane HOURDEZ et LALLIER, 2007).
As a consequence, hydrothermal species closest to the end-member fluid are expected to
experience regular bursts of temperatures, chronic hypoxia and high oxidative stress.

In this view, Alvinellidae, which have adapted to a wide range of environmental condi-
tions within hydrothermal vents, represent an outstanding family for the study of adap-
tations to extreme environments. The most striking adaptive features displayed by Alvi-
nellidae are arguably linked to the apparent constrasting thermal regimes they experience.
A. pompejana is indeed one of the most thermotolerant metazoan described to date, with a
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thermal optimum in pressurized aquaria between 42 °C and 50 °C (Ravaux et al., 2013). Other
species of the family, such has the ecological homologousP. sulfincola, also appear to have a
thermal preference above 40 °C (GIrGuIs et LEE, 2006). On the contrary, other Alvinellidae
species such as the sister-species P. palmiformis and P. grasslei are comfortable below 35°C
and 20°C respectively (GIRGUIS et LEE, 2006 ; COTTIN et al., 2008). The first adaptation re-
ported in situ allowing Alvinella species to cope with high temperatures is the secretion of a
thick mineralized tube with higher thermal and chemical stability than other annelid tubes.
The medium inside these tubes contains 72-91 % seawater, with a near-neutral pH and lower
temperatures (14-59 °C) compared to the end-member fluid (LE Bris, ZBINDEN et Francoise
GAILL, 2005; LE Bris et Francoise GAILL, 2007). A. pompejana spends most of the time in its
tube, which probably acts as a protection against the extreme and fluctuating external envi-
ronment CHEVALDONNE et JOLLIVET, 1993 ; DESBRUYERES, CHEVALDONNTE et al., 1998. Other
"hot" alvinellid species, such as P. sulfincola, P. hessleri, P. mira or P. sp. nov. also produce
thick tubes, while colder species such as P. grasslei, P. palmiformis, P. p. irlandei produce
a thinner mucus cocoon DESBRUYERES et LAUBIER, 1991; LE Bris et Francoise GAILL, 2007.
P. grasslei is also reported to show escape behaviors in the face of increasing temperatures,
contrary to A. pompejana (CHEVALDONNE et JOLLIVET, 1993). Physiological and molecular
studies also reveal different physiological performances linked to differential temperature
tolerance. Isolated mitochondria of A. pompejana and A. caudata, both thermotolerant, are
more resistant to high temperatures with a break in the Arrhenius plot (consumption of
O,/min-mg protein at different temperatures) at 48-49 °C against 21-33 °C for deep-sea cold
species or cool shallow waters species (DAHLHOFF, O’BRIEN et al., 1991). At a molecular
scale, JOLLIVET et Stéphane HOURDEZ, 2020 reported that several proteins’ activities (as-
partate aminotransferase, glucose-6-phosphate isomerase, phosphoglucomutase) of warm
species (A. pompejana, A. caudata, P. sulfincola and P. hessleri) were less sensitive to tempe-
rature than their homologous proteins from cold-adapted species (P. palmiformis, P. grasslei,
P. p. pandorae and P. p. irlandei). Thus, there is a body of evidence that all alvinellid species
are adapted to a wide range of environmental temperatures, even though the precise in situ
measure of their optimal temperatures remains challenging (CHEVALDONNE, FISHER et al.,
2000; LE Bris et Francoise GAILL, 2007).

Alvinellidae are thought to have a long evolutionary history of speciation from a com-
mon ancestor already adapted to hydrothermal vents at the end of the Cretaceous per-
iod (JoLLIVET et Stéphane HOURDEZ, 2020 ; BRUN et al., 2023). The characterization of this
ancestor would bring valuable information in understanding how contemporary lineages
have gained or lost traits to adapt to different thermal regimes. Based on mean amino-acid
composition of in silico reconstructed ancestral protein sequences, as well as the inference
that lineages leading to cold species evolved more rapidly than lineages leading to warm
species, FONTANILLAS et al., 2017 proposed that the ancestor of the family was adapted to
warmer environments. This hypothesis of a thermotolerant ancestor is in good agreement
with the higher temperature increase of 10 to 15 °C of the Pacific deep waters during the
late Mesozoic between 100 and 60 Myr, with a peak reached between 55 and 60 Myr (SAVIN,
1977 ; VRIJENHOEK, 2013). In this study, our objective is to test this hypothesis and refine
the evolutionary history that led to the nowadays species diversity in the family via an
experimental approach.

To this end, we considered ancestral protein sequence reconstruction (ASR) as a manner
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to infer the phenotype of the ancestor of the Alvinellidae and test its performance toward
temperature. This method aims at reconstructing ancestral amino acids at each site of ho-
mologous contemporary sequences, taking the phylogenetic relationships and estimated di-
vergences between modern sequences as a probabilistic model (KosHI et GOLDSTEIN, 1996).
This strategy has already proven effective to estimate paleoenvironmental living conditions
of extinct organisms such as salinity conditions or temperatures as old as 3.5 billion years
ago (GAUCHER, GOVINDARAJAN et GANESH, 2008 ; BLANQUART, GROUSSIN et al., 2021). In-
deed, concerning temperature, proteins evolve in such a way as to remain marginally stable
at the temperature at which they are supposed to function (TAVERNA et GOLDSTEIN, 2002 ;
GOLDSTEIN, 2011). For ectothermic organisms, such as alvinellid worms, this should trans-
late into melting temperatures (7,,,, temperatures at which 50 % of the protein population is
in its folded/native state) that are linearly positively correlated with environmental tempe-
rature (WHEELER et al., 2016). Moreover, although it remains difficult to describe obligatory
mechanisms underlying protein stability, it is known that stability is well assessed from the
primary structure and composition of proteins (VIHINEN, 1987 ; JAENICKE et BOHM, 1998 ;
FArias et BonaTO, 2003 ; PACK et YOO, 2004 ; FRASER et al.,, 2016). Thus, the in vitro expres-
sion of ancestral alvinellid proteins and the characterization of their thermostability should
be a reliable proxy to to infer the life temperature of the alvinellid ancestors.

Our take in this study was to fully characterize the thermodynamic stability of several
reconstructed ancestral proteins at key nodes for the most probable gene trees expected
for alvinellid sequences (BRUN et al., 2023). We chose to reconstruct the ancestors of the
cytosolic malate dehydrogenase (¢c(MDH) and Cu/Zn superoxyde dismutase (SOD) in order
to compare the coherence in the signal given by these two proteins. The cMDH is a dimeric
protein responsible for the conversion of malate into oxaloacetate (OAA) with the reduction
of the coenzyme nicotinamide adenine dinucleotide, NAD" (MINARIK et al., 2002). The K,
of the NADH for this enzyme in A. caudata and A. pompejana, two warm alvinellid worms,
has been shown to be weakly affected by temperature and to remain pressure-insensitive,
in contrary to cold shallow-water invertebrates (DAHLHOFF et SOMERO, 1991), which sug-
gests adaptations of the catalytic properties of this enzyme to hydrothermal conditions. The
c¢MDH is also involved in the redox balance of the cytosol and in anaerobic metabolism in
O,-depleted environments (HAND et SOMERO, 1983 ; DAHLHOFF et SOMERO, 1991). The se-
cond enzyme Cu/Zn SOD is one of the most important enzyme involved in redox regulation.
Reactive oxygen species (ROS, such as the superoxide radical anion O, "), which are pro-
duced during aerobic respiration or caused by exposure to pollutants, can damage macro-
molecules and microstructures in the cell (Borpo, DjiNoVIC et BOLOGNESI, 1994 ; ZEINALI,
HoMaEI et KAMRANT, 2015). SOD catalyses the reaction 20, + 2H" — H,0, + 0% while
hydrogen peroxide is later converter into water by the catalase, glutathione peroxidase or
other peroxidases ZEINALI, HOMAEI et KAMRANT, 2015. The in vivo expression and activity
of SOD is known to be up-regulated by metal tissue-content, also in polychaetes (RHEE et
al., 2011; ZeiNALl, HOMAEI et KAMRANI, 2015), or even by industrial pollutants exposure
(X1A et al.,, 2016), indicating the central role of SOD in ROS regulation. In Alvinellidae, the
structure of this dimeric protein has been elucidated in A. pompejana (SHIN, DIDONATO,
BARONDEAU, HURA, BERGLUND et al., 2010). As expected for these animals which are expo-
sed to high oxidative threat, the SOD activity is reported to be high in P. grasslei (MARIE
et al., 2006) and even higher in A. pompejana (GENARD et al., 2013). Interestingly, these acti-
vities were particularly high in gut tissues, potentially due to respiration-independent ROS
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generation caused by metal exposure (MARIE et al., 2006 ; GENARD et al., 2013). The com-
parative study of these two central enzymes between present-days species an their direct
ancestors could bring valuable information about the paleoenvironmental conditions of the
Alvinellidae (in terms of temperature, but also oxygen, metal and sulfide content), as well
as the current living conditions of modern species which can be challenging to assess and
not always known with certainty.

II1.2 Material & Methods

III.2.1 Obtaining the genes for contemporary species

We were interested in reconstructing three families of ancestral proteins, namely the
cytosolic malate dehydrogenase (¢cMDH) and the Cu/Zn superoxyde dismutase (SOD).

For this purpose, we collected the coding sequences for these three proteins in all trans-
criptomes available for alvinellid and several outgroup species belonging to the Terebelli-
formia sub-order, namely H. invalida (SRR5590961), A. gunneri (SRR11434467), A. carldarei
(SRR11434468), Anobothrus sp. (SRR11434464), P. gouldii (SRR2057036), Terebellidae gen. sp.
(XXX), N. edwardsi (XXX), M. palmata (XXX) previously obtained from a series of RNAseq
data used to establish their phylogeny (Bioproject number XXX), Methods regarding animal
collection, RNA extractions, transcriptome assembly and open reading frame predictions
are provided in GIRGUISs et LEE, 2006 ; FONTANILLAS et al., 2017 ; STILLER, TiLIC et al., 2020
and BrRuN et al., 2023.

Genes of A. pompejana were predicted from the 400 Mb genome assembled by R. Copley
(NCBI accession number PRJEB46503, EL HivraLl et al., 2024) with the Augustus webserver
(HoFF et STANKE, 2013), trained on cDNA sequences from previous A. pompejana EST as-
semblies (Genoscope project, see GAGNIERE et al., 2010). The three proteins were retrieved
with BLASTP against the predicted genes. The best-hit genes were manually filtered to
remove diverging sequences and identify potential paralogy. The A. pompejana coding se-
quences were then used to identify the genes in all other species’ unfiltered transcriptomes
via BLASTP. The best-hit sequences were filtered to remove paralogy, both manually and
with the help of PhyML to regroup our sequences of interest (GUINDON et al., 2010). Final
coding sequences were aligned with ProbCons v.1.12. (Do et al., 2005) and manually refined
when needed.

III.2.2 Obtaining the genes for ancestral species

Amino-acid encoded genes from contemporary species were used to infer the coding
sequences of all alvinellid ancestors. Ancestral protein reconstruction was performed with
FastML v.3.11, using branch length optimization, I" parameter divided in eight discrete
classes and parsimony reconstruction for indels (AsHKENAZY, PENN et al., 2012). The JTT
matrix was used for the reconstruction of the MDHc and the Hb, while the WAG matrix
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was used for the reconstruction of the Cu/Zn SOD as the model had a better likelihood with
this later matrix for the reconstruction of ancestors.

The species tree topology for the Alvinellidae is not fully resolved at its deepest nodes,
as it is likely that the family experienced a rapid radiation leading to high incomplete li-
neage sorting at the root of the family (BRuUN et al., 2023). We therefore retained two main
alternative hypotheses for the tree topology to use in the reconstruction of experimen-
tally expressed ancestral proteins. The first one corresponds to the case where the Alvinella
species are sister to the Paralvinella species, with P. p. irlandei and P. unidentata grouped
together in the Nautalvinella sub-genus. This topology H1 correspond to the proposal of
DESBRUYERES et LAUBIER, 1986, based on the study of morphological characters. This is
also a topology supported by a high number of genes, according to BRUN et al., 2023. The
second topology H2 corresponds to a topology where P. p. irlandei is sister to all other Al-
vinellid worms, while P. unidentata is grouped with the Alvinella species. This topology is
also supported by a high number of genes, and the most supported species tree according
to a coalescent tree based on individual gene trees (BRUN et al., 2023). These two topologies
were considered for the reconstruction of ancestral sequences of the family.

To explore the potential effect of tree uncertainty on the ancestral protein reconstruc-
tions, we also compared in silico the ancestral protein reconstructions obtained with the
13 other topologies hypotheses proposed in BRUN et al., 2023. The aim of this step is to
quantify the extent to which the two experimentally expressed proteins under H1 and H2
hypothesis are sensitive to tree uncertainty. The tree topology uncertainty was explored for
the two protein families using IQTREE v.2.0.3 (MINH et al., 2020) and the implementation
of ModelFinder (KALYAANAMOORTHY et al., 2017) in IQTREE. The posterior topology pro-
babilities for each protein families were approximated from their tree ML estimates with
Pr(n) = ﬁ, with L, the likelihood for the n-th topology. Ancestral proteins were
inferred usinlg7 FastML for the most relevant alternative tree topologies. The expected num-
ber of rightly-inferred residues, £, for the LCA sequences was calculated from the marginal
probabilities of the ML residues, £ = )" | Pr(i) with n the number of amino acids in the
sequence and Pr(7) the marginal probability of the i-th residue in the ML sequence. We also
compared these potential LCA sequences with the ancestral proteins we actually expres-
sed and measured. The similarity between these sequences is simply taken as the identity
between the ML reconstruction and the different expressed proteins.

Finally, the ML protein reconstructions for different ancestors under the H1 and H2
hypotheses were retro-translated according to recommendations of BoEL et al., 2016 to get
a full CDS sequence ready to be inserted in an overexpression plasmid. Scripts for the retro-
translation are available as Supplementary material.

III.2.3 Production of recombinant ancestral proteins

Proteins corresponding to a few selected ancestors and contemporary species have been
produced as recombinants in a heterologous system. The expressed contemporary species
were A. pompejana, P. sulfincola, P. fijiensis, P. mira, P. grasslei, P. palmiformis, P. p. irlandei
and P. unidentata, the first four species being considered as warmer species than the last
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four ones. The expressed ancestors correspond to all ancestors of the Alvinellidae, excluding
the last common ancestor (LCA) of A. pompejana and A. caudata, the LCA of P. palmiformis
and P. grasslei, the LCA of P. hessleri and P. mira, and the LCA of P. sp. nov. and P. fijiensis,
as these pairs of species are very close to one another and share similar thermal habitat.
Alternative ancestral sequences either under the hypothesis H1 or H2 were considered for
the protein expression.

For each protein construction, T7 Express lysY/Iq Competent E. coli (NEB C3013) were
transformed with pET100/D-TOPO expression vectors (ThermoFisher) containing the pro-
tein coding sequence fused with a (His)® tag. The bacteria were grown in LB medium contai-
ning 100 pg/mL Ampicillin and the expression was induced by 1 mM IPTG for four hours
at 37°C when the OD600 reached between 0.4 and 0.6. For Hb expression, 5-Aminolevulinic
acid hydrochloride 1 mM was added to the medium. Cultures were then harvested, and pel-
leted cells were re-suspended into His-Bind Buffer Kit (Novagen) for the purification steps.
Bacteria were sonicated and DNAse 1%.was added for 30 min on ice. The lysate was cen-
trifuged and the proteins were then purified from the supernatant by Ni** chelation chro-
matography in 2 mL columns with the His-Bind Kit of Novagen and eluted into a 20 mM
Tris-HCI, 500 mM NaCl, 500 mM Imidazole pH 7.4 buffer. A second purification step was
performed by a size-exclusion chromatography with a HiLoad 16/60 Superdex 75 (Cytiva)
column connected to an AKTA Avant system in 20 mM Tris-HCl, 200 mM NaCl pH 7.4
buffer. The elution was monitored at 280 nm for cMDH, 205 nm for the SOD, and 280 and
414 nm for Hb. Proteins were then concentrated between 0.6 and 1.4 mg/mL, depending on
the total harvested quantity.

I11.2.4 Thermal denaturation measurements

Half-denaturation temperatures of the cMDH were measured by nano-format of Diffe-
rential Scanning Fluorimetry (nanoDSF) using the Prometheus NT48 (Nanotemper). This
technique requires low amount of proteins (30 ug for one experiment in triplicate), and is
well suited for the cMDH which possess 6 tryptophanyl residues. The 350/330 nm fluores-
cence ratio, 7(7"), was measured from 20°C to 95°C with a temperature increase of 1°C/min.
r(T) was fitted to the fraction of unfolded protein f,(7"), against the temperature 7" in
Kelvin, with a linear correction (YADAV et AHMAD, 2000) according to :

r(T) = fu(T) x (ay, x T +b,) + (1 — fu(T)) x (a, x T +by,) (IIL.1)

with a,, by, a,, b, scalars adjusting for the linear correction of the signal. The fraction of

unfolded proteins is linked to the equilibrium constant K.,(T’), according to :
Keo(T)

W(T) = —L - 1.2

and the equilibrium constant is linked to the standard free energy variation during unfol-
ding AG°(T) by :
AG°(T)

Keq<T) = €$p(_ RT

) (IL.3)
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with R the molar gas constant. Finally, AG°(T) is obtained with the Gibbs-Helmholtz re-
lation (Razv1 et ScHOLTZ, 2006) :

AG°(T) = AH,, x (1 — Tl) —AC, x (T, =T+ T x ln(Tl)) (IIL.4)

with 7T}, the melting temperature at which half of the proteins are denatured, AH,, the
enthalpy variation at 7,,,, AC), the heat capacity change of the protein during unfolding.
These parameters are estimated from the measures of the nanoDSF.

Thermodynamic parameters for the Cu/Zn SOD were measured by differential scan-
ning micro-calorimetry using the Microcal PEAQ-DSC (Malvern), as these proteins do not
contain any tryptophanyl residue to monitor its fluorescence. The excess heat capacity
(C5*P) was measured between 20-110°C, with a temperature increase of 1°C/min. C5*P(T)
is related to the fraction of unfolded protein by (LEPocK, FREY et HALLEWELL, 1990)

df.
“P(T)=AH,— 1II.
Com(T) = AL (115)
with AH, the calorimetric enthalpy variation. Using equation IV.2,
df., 1 dK.,
ACI I11.6
dT ~ (L1 K. (T))? * dT (ILL6)
and combining with equation IV.3
dK,, AG°(T) 1 dAG°
— = K (T —_— = — III.
ar = BT e~ jp ) (L7

AG°(T) is obtained from the Gibbs-Helmholtz relation (equation IV.4), and consequently

d?TG _ Aj{im _AC, % m(%) (IIL8)
Equations IV.2 to IV.7 can be used to express C;*?(T') against 7', depending on AH,, T,,,
AH,, and AC), which can be determined by fitting the curve to the experimental points.
Considering the interpretation of SOD unfolding transitions provided by RODRIGUEZ et al.,
2002 and our own results, we considered three potential successive denaturation events.
The measured signal is consequently assumed to be the sum of three distinct C;*?, with
their own thermodynamic parameters to estimate.

From the thermodynamic parameters associated with each protein, we obtained the
melting temperature 7,,, corresponding to the temperature at which half of the proteins
are in a denatured state. This also allowed us to calculate the temperature of the beginning
of the denaturation, that we name 7 and define as the temperature at which 5% of the
proteins are in a denatured state, using the Gibbs-Helmholtz relation (equation IV.4).

III.2.5 Assessing ancestral reconstruction uncertainty

In order to assess the ancestral protein’s stability taking into account ancestral resi-
dues’ uncertainty, we simulated the protein stabilities with replacements of the ambiguous
residues under the H1 or H2 hypothesis.
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The 3D structure of the most ancestral proteins, corresponding to the last common
ancestor (LCA) of the Alvinellidae family under the H1 or H2 hypothesis, was modelled with
the SWISS-MODEL webserver. For the MDHc, we used the Human Malate Dehydrogenase
I as a template (PDB 7RM9, 1.65A, 71% residue identity), and for the SOD, we used the
A. pompejana Cu,Zn Superoxide Dismutase as a template (PDB 3F7K, 1.35A, 96% residue
identity) for the SOD.

Stabilities simulations were performed with FoldX 4. First at all, 3D structures were
optimized using the RepairPDB function (ScHYMKOWITZ et al., 2005). Then, we checked if
FoldX was able to achieve good predictions of proteins’ stabilities. We first used the FoldX
function BuildModel to simulate the experimentally measured proteins (14 cMDH, 11 SOD),
taking as a reference the stability modeled for the LCA’s protein. The difference between
the simulated energies obtained with FoldX were plotted against the measures for these
proteins. We calculated the linear correlation between the two sets, according to

AG yp(protein) — AGey,(Ancestor) = k X [AG foia. (protein) — AG foa.(Ancestor)]
(IIL9)
with 7" the temperature, AG f44, the free energy simulated by FoldX, AG.,,, the free energy
determined experimentally, according to equation IV.4. protein is the tested protein while
Ancestor is the reference protein of the LCA. k is the parameter being optimized in the
correlation. The temperature used to calculate AG.,, was chosen to obtain the best cor-
relation between the simulation and the measures in the linear model. Proteins that were

poorly predicted by FoldX were removed from the calculation of the linear coefficient £.

Finally, 500 alternative proteins to the maximum likelihood estimate were drawn from
the posterior sequence distribution of the LCA’s proteins. Residues with low marginal pro-
babilities below 0.01 are rounded to 0 to avoid the introduction of very unlikely mutations
that are not biologically relevant. These alternative sequences’ stabilities, which contained
a small number of mutations compared to the ML estimate, were simulated using FoldX and
equation IV.9. This allowed us to obtain a stability distribution uncertainty to the ancestor’s
protein around the ML estimate, experimentally characterized.

II1.3 Results

III.3.1 Contemporary proteins and ancestral sequence reconstruc-

tions

For the cMDH and Cu/Zn SOD, we retrieved one sequence for each species in the da-
taset, including outgroup species Anobothrus sp. and P. gouldii. When several transcripts
were found for a species with only one or two mutations, we kept the most likely sequence
according to the Alvinellid phylogeny supported by BrRun et al., 2023.

For the ancestral sequence reconstruction, we first assessed which gene tree topology
was the most suitable to our sequences. The different gene tree candidates were taken from
Brun et al., 2023, with T6 corresponding to H1 in the present article, and T9 corresponding
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to H2. The likelihoods obtained for each are presented in table III.1. The difference of tree
likelihoods between the most and least probable topologies are small, between 9.49 for the
c¢cMDH and 7.07 for the SOD, which is less than the mean phylogenetic signal per residue
in the alignment (9.62 and 12.63 respectively). From such short alignments, it is not pos-
sible to distinguish the candidate topologies. The consequence is that the ML sequences
corresponding to the LCA of the Alvinellidae are reconstructed with high confidence and
very close to one another under the different gene tree hypotheses, with more than 99%
identity to the ancestors corresponding to the topologies H1 and H2. The only exception
was the reconstructed cMDH under the T3, T11 and T12 hypothesis, which are closer but
more different from the expressed protein Anc6-H1 and P. sulfincola with three, four and
five mutations between the sequences.

Finally, the sequence for the Cu/Zn SOD LCA under the H2 hypothesis (T9 topology)
in this reconstruction is also closer to the SOD expressed under the H1 hypothesis (T6
topology) when it should be similar to Anc1-H2. Compared to the reconstructed and expe-
rimentally expressed proteins, rerunning the reconstruction led to a slightly different so-
lutions regarding the estimated branch lengths of the gene tree and the resulting ancestral
sequence for H2. The two sequences of SOD for Anc1-H1 and Anc1-H2 are only different
for one mutation at position 101 (lysine for H1 and serine for H2). The residue is ambiguous
in the two reconstructions (under H2 in this second reconstruction, K has a probability 0.56
whereas S has a probability 0.44). Thus the difference in these reconstructions falls under
the uncertainty of the inference and is addressed later in the article.
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Tree likelihood Sequence confidence
MDHc  SOD MDHc SOD
LG+G4  WAG+G4
-3203.21 -1939.418
T1 3203.218 _ _
0 0
-3199. -1939.574
T2 3199.030 _ _
0 0
-3196.139 -1935.004 330 (99%) 151 (99%)
T3 7 19 Anc6-H1 (329,99%)  Anc1-H1 (153, 100%)
-3200.333 -1940.827
T4 0 0 - -
T5 -3208.333 -1938.425 _ _
T6 -3198.737 -1935.004 330 (100%) 151 (99%)
0 19 Anc1-H1 (332, 100%)  Anc1-H1 (153, 100%)
T7 -3202.180 -1940.925 330 (99%) 151 (99%)
0 0 Anc1-H2 (330,99%)  Anc1-H1 (153, 100%)
T8 -3195.904 -1940.925 329 (99%) _
8 0 Anc1-H2 (331, 100%)
T9 -3202.179 -1940.352 330 (99%) 151 (99%)
0 0 Anc1-H2 (330,99%)  Anc1-H1 (153, 100%)
-3199.093 -1939.463
T10 - -
0 0
T11 -3193.728 -1940.892 330 (100%) _
75 0 Anc6-H1 (328, 99%)
T12 -3195.990 -1939.574 331 (100%) 3
8 0 P. sulfincola (327, 98%)
-3200.386 -1933.852 a 150 (98%)
T13 0 60 Anc2-H1 (150, 98%)
T14 -3202.298 -1939.016 _ _
0 0
-3198.499 -1938.794
T15 1 0 - -

TasBLE III.1 — Hypothesis testing for the ancestral reconstructions. Left table : potential tree
topologies likelihood for each multiple sequence alignment of either MDHc or SOD under
the specified evolutionary model. The approximate posterior probability of each topologies
is reported below the likelihood. Alternative candidate tree topologies to the most probable
H1 and H2 trees are taken from BrRUN et al., 2023. Right table : confidence in the recons-
truction of the ancestral sequence corresponding to the LCA of the family for the most
probable topologies, as well as T6, T7 and T9 which are likely gene topologies according to
BRUN et al., 2023. Number of expected correct residues and sequence percentage identity
are indicated, as well as the closest experimentally expressed sequence (number of identical
residues and percentage of identity with the ML sequence).
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III.3.2 Experimental characterisation of the ancestral proteins

We chose to express and characterize the thermostability of the cMDH and Cu/Zn SOD
of A. pompejana, P. sulfincola, P. fijiensis, P. mira, P. grasslei, P. palmiformis, P. p. irlandei
and P. unidentata, of the LCA of the Alvinellidae under the H1 and H2 hypotheses, as well
as a few other ancestors of the phylogeny, key point in the reconstruction of the evolutio-
nary history of thermostability within the Alvinellidae lineage. The first four contemp