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INTRODUCTION



Ce qui caractérise le mieux la biologie moderne est sans doute sa transdisciplinarité, c’est-a-
dire I’association synergique de disciplines ayant pour objectif d’apporter de nouvelles
lumicres sur le fonctionnement du vivant. Si la plupart des associations disciplinaires ont
contribué et continuent de contribuer a 1’amélioration des connaissances, certaines auront
davantage marqué I’histoire de la biologie. C’est le cas de 1’écologie évolutive, qui a pour
objectif de comprendre la diversité du vivant a travers 1’é¢tude de son organisation dans un
contexte spatial et temporel (Fow et al. 2001). Tandis que 1’écologie traditionnelle s’intéresse
a la diversité contemporaine en attribuant a priori aux traits, un certain niveau d’adaptation et
de capacité a évoluer, 1’écologie évolutive considere ces deux points comme des hypothéses a
tester. Des connaissances sur I’histoire des espéces, leurs relations de parenté, leur niveau de
divergence ou de coévolution, sont bien souvent nécessaires pour tester de telles hypotheses.
C’est précisément I’étude des adaptations et de leur réle dans la structuration des
communautés qui ont motivé mes premiers travaux durant cette thése. En s’appuyant sur la
pauvreté¢ des communautés de frugivores a Madagascar, [’objectif était d’utiliser le systeme
plantes-frugivores pour comprendre les stratégies de signalisation, principalement les signaux
visuels mis en jeu dans des réseaux d’interactions polyspécifiques. Une premicre phase de ce
travail a été d’acquérir des données sur 1’évolution a la fois de la couleur des fruits et des
systémes visuels de perception des couleurs chez les animaux, ce qui devait passer par la
connaissance des relations de parenté¢ entre les plantes et entre les animaux étudiés.
Malheureusement, bien qu’un cadre théorique sur 1’évolution des signaux visuels dans des
réseaux d’interactions multiples ait pu étre développé et formalisé, des troubles politiques sur
Madagascar m’ont empéché d’effectuer une seconde mission de terrain nécessaire a
I’acquisition d’un nombre suffisant de données pour tester mes modeles théoriques. Les
résultats des mes travaux sur I’évolution des signaux sont donc encore trop préliminaires pour

étre présentés dans ce document. Ils devraient cependant paraitre prochainement. L’article S1



présenté en Annexe, qui correspond a une réponse a un article publi¢ sur I’évolution de la
couleur des poussins en réponse a la sélection par le systéme visuel des parents, est issu de
cette partie de mes recherches.

De ces premiers travaux est rest¢ un questionnement sur le choix des marqueurs
moléculaires utilisés pour définir des patrons phylogénétiques et phylogéographiques pour des
especes ou groupes d’especes chez lesquelles des processus écologiques, démographiques, ou
évolutifs sont étudiés. Le choix de tels marqueurs ne peut s’opérer au hasard car les
marqueurs ne doivent pas étre influencés par la sélection, et ceci d’autant plus que la sélection
pourrait porter sur les traits impliqués dans les processus biologiques étudiés. Les caractéres
morphologiques, qui sont généralement considérés comme n’étant pas neutre, ne pouvaient
donc a priori répondre a de telles attentes. En revanche, plusieurs marqueurs moléculaires
sont reconnus pour leur neutralité¢ et donc leur intérét en reconstruction phylogénétique et
phylogéographique. C’est notamment le cas des marqueurs cytoplasmiques, issus des
génomes mitochondriaux et chloroplastiques. Plus particuliérement, les marqueurs
mitochondriaux ont été¢ (Avise 2000) et continuent d’étre considérés (Zink & Barrowclough
2008) comme des outils de premier choix pour la reconstruction de patrons
phylogéographiques et phylogénétiques entre espéces proches. En revanche, I’emploi de ces
marqueurs cytoplasmiques est généralement considéré comme d’un intérét limité pour 1’étude
des processus démographiques, évolutifs et écologiques, c’est-a-dire 1’é¢tude des mécanismes
a lorigine des patrons observés (Zink & Barrowclough 2008). Cette dichotomie de
I’utilisation des marqueurs cytoplasmiques, selon qu’elle vise 1’étude des patrons ou 1’étude
des processus, est reconnue et employée par un grand nombre d’auteurs. Cependant, d’autres
auteurs considerent que certaines caractéristiques — que j’appellerai par la suite évolutives car
elles influengent directement la génétique des populations — des génomes mitochondriaux et
chloroplastiques rendent, a 1’inverse, les marqueurs issus de ces génomes particuliérement

inappropriés a I’étude de patrons phylogéographiques et phylogénétiques.

Ce document présente une partie de mes travaux sur l'utilisation des marqueurs
cytoplasmiques dans le but d’étudier les patrons phylogénétiques et phylogéographiques ainsi
que les processus démographiques, évolutifs et écologiques. Nous montrerons que la
fréquence des discordances entre I’histoire des génomes cytoplasmiques et I’histoire des
especes rend inappropri¢e 1’utilisation des marqueurs cytoplasmiques pour la reconstruction
des patrons, au contraire des marqueurs nucléaires et morphologiques. En revanche, nous

montrerons que ces mémes discordances peuvent étre exploitées pour I’étude des processus.



Le chapitre I présente une synthése des connaissances sur [’origine des génomes
cytoplasmiques ainsi que sur leurs caractéristiques. Ce chapitre est intégralement
bibliographique. J’ai choisi d’inclure ce chapitre afin de conserver 1’esprit de 1’écologie
évolutive, qui est d’utiliser les connaissances sur le passé pour comprendre les processus
contemporains. Le passé fait ici référence a la théorie endosymbiotique expliquant 1’origine
des mitochondries et des chloroplastes, tandis que les processus contemporains sont les
caractéristiques architecturales et évolutives des génomes de ces organites. Le chapitre II
explique comment ces caractéristiques ont fait des génomes cytoplasmiques des marqueurs
populaires pour reconstruire des patrons phylogénétiques et phylogéographiques. Dans le
chapitre III, nous introduisons la notion de discordance, c’est-a-dire le fait que les génomes
cytoplasmiques et les espéces peuvent suivre des voies évolutives différentes. Ces
discordances constituent un frein a D’emploi des génomes cytoplasmiques dans la
reconstruction des patrons. Nous présentons les différentes méthodes permettant de révéler
ces discordances. Le chapitre IV présente les causes de discordance et discute les méthodes
permettant d’identifier ces causes. Enfin, le chapitre V propose que les marqueurs
cytoplasmiques puissent étre utilisés dans le but d’étudier des processus démographiques,
évolutifs et écologiques. Les chapitres I a V mélangent des synthéses bibliographiques sur
des thémes précis et des illustrations issues de travaux personnels. Ces travaux ont fait I’objet

de trois manuscrits rédigés en anglais, consultables a la fin du document.
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Chapitre I

COMPARTIMENTS GENOMIQUES DES CELLULES VIVANTES



I.A. Présentation et origine des organites intracellulaires

L’ADN est probablement né il y a plus de 3 milliards d’années, en liaison avec ’apparition
des protéines nécessaires a la production et a 1’assemblage de ses précurseurs. L’ARN codant
pour ces protéines fut alors remplacé par cette nouvelle molécule, plus fiable dans son réle de
stockage de I’information (Eigen & Schuster 1977). Le développement du génome qui s’en
suivit ouvrit la voie de la synthése membranaire (Koonin & Martin 2005 ; mais voir aussi
Forterre 2005), et marqua le début de la vie cellulaire. Par ailleurs, 1’apparition de la
membrane cellulaire marqua un tournant dans I’évolution du vivant, la séquestration de
produits codés par le génome donnant naissance a 1’individualité et permettant d’augmenter
considérablement I’efficacité de la sélection naturelle (Lynch 2006).

Les organismes cellulaires sont aujourd’hui répartis dans trois lignées, les Eubacteria,
les Eucaryotes et les Archea. L’origine de ces trois lignées reste largement discutée et seule
celle des Eucaryotes, lignée a laquelle appartiennent les taxons étudiés dans ce document, sera
brievement développée. Plusieurs hypotheses sont donc avancées pour expliquer leur origine.
L’hypothése généralement acceptée est que le génome nucléaire de la souche Eucaryote serait
un produit chimérique d’une archée et d’une eubactérie (Sogin 1991; Zillig 1991). Plus
qu’une simple fusion entre un représentant de chacune de ces deux lignées, I’émergence de la
lignée eucaryote pourrait résulter de transferts horizontaux de génes provenant de
contributeurs multiples (Lester et al. 2006). D’autres hypothéses alternatives, plus ou moins
recevables, ont été avancées pour expliquer 1’origine de la cellule eucaryote ; nous n’en feront
pas écho.

L’origine des organites des cellules eucaryotes est beaucoup mieux établie que
I’origine des cellules eucaryotes elles-mémes. L’article clef de Lynn Margulis (nommée

Sagan a I’époque ; Sagan 1967) permit de faire le point et de remettre a jour I’ancienne
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théorie symbiotique de I’origine des mitochondries et des plastes. Des analyses portant sur les
genes mitochondriaux, leur organisation génomique et leur distribution, ont par la suite
confirmé les arguments de Margulis et indiquent que les génomes mitochondriaux dérivent
d’un ancétre commun aux o-proteobactéries (Burger ef al. 1999). L’endosymbiose serait
probablement issue d’une invasion unique d’un hdte, appartenant soit a la lignée des Archées
(la symbiose ante-daterait ainsi la naissance des eucaryotes), soit a la lignée des eucaryotes,
dans les deux cas il y a au moins 1,5 milliard d’années (Ga) (Embley et al. 2003). Concernant
les plastes, des fossiles de type algues rouges ont confirmé que des eucaryotes multicellulaires
portant des plastes existaient il y a 1,2 Ga, tandis que des arguments biochimiques soutiennent
I’apparition d’organismes proches des algues actuelles il y a 1,5 Ga (Martin & Russell 2003).
Des analyses phylogénétiques, biochimiques et structurales ont pu montrer qu’une unique
association symbiotique entre une cyanobactérie phagocytée par un eucaryote hébergeant des
mitochondries, il y a 1,2 a 1,5 Ga, a donné naissance aux plastes primitifs dont on retrouve
aujourd’hui les descendants dans les algues, les plantes et les glaucophytes (Wetzel et al.
2003). De maniere remarquable, des plastes se seraient par ailleurs développés suite a une
seconde endosymbiose (dite « endosymbiose secondaire ») durant laquelle un eucaryote
photosynthétique (de type algue) aurait été phagocyté par un eucaryote non photosynthétique
(Muller 1998). Le noyau et le cytoplasme de la cellule phagocytée auraient dégénéré pour
donner lieu a une cellule avec un chloroplaste a quatre membranes: deux issues de
I’endosymbiose primaire, la membrane cytoplasmique de la cellule phagocytée et la
membrane invaginée de la cellule qui phagocyte. Ces chloroplastes sont aujourd’hui présents
chez les haptophytes, les heterokontes, les cryptophytes et les chlorarachniophytes. Suite a
une réduction du nombre de membranes, on retrouve enfin des chloroplastes a trois
membranes chez certains Dinophytes.

Le mode de vie endosymbiotique des organites qui suivit fut responsable de profondes
modifications au sein méme de leur génome. Notamment, la transition d’un symbionte
autonome vers un organite dépendant a entrainé une réduction du génome, avec diminution du
nombre de fonctions assurées par ces organites (Dyall et al. 2004). De nombreux genes des
endosymbiotes ont donc été¢ perdus et une partic de ceux qui ont été conservés ont été
transférés vers le noyau (Gabaldon & Huynen 2003). La phase de transfert nécessita
probablement une étape durant laquelle des copies du gene ou du groupe de genes étaient
présentes a la fois dans le noyau et dans 1’organite, avant de disparaitre de ce dernier. Il est
supposé que chez les vertébrés, environ 4000 de ces geénes ont ainsi été transférés de la

mitochondrie vers le noyau (Richly et al. 2003). Chez les plantes, environ 20% du génome
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nucléaire semble provenir du génome chloroplastique inital (Martin et al. 2002). Ce
phénoméne de transfert n’est pas limité a des événements anciens puisque des transferts
récents, fréquents et fonctionnels ont été démontrés pour des génes mitochondriaux (Adams
& Palmer 2003) et chloroplastiques (Millen et al. 2001) d’angiospermes. Par ailleurs, presque
tous les génomes nucléaires posseédent de nombreuses insertions trés semblables a des genes

contemporains de I’ADN mitochondrial (ANDmt) (Adams & Palmer 2003; Leister 2005).

Le résultat de ces pertes et transferts se traduit par des génomes cytoplasmiques de
taille réduite, avec environ 13 geénes codant pour des protéines dans les génomes
mitochondriaux animaux (Gray et al. 1999), entre 29 et 59 génes pour les génomes
mitochondriaux des plantes terrestres (Ward et al. 1981) et entre 50 et 200 geénes pour les
génomes chloroplastiques de ces mémes plantes (Glockner ef al. 2000). En terme de taille, les
génomes mitochondriaux animaux se situent entre 14 et 20 kb (Gray et al. 1998) tandis que
ceux des plantes font entre 180 et 1600 kb (Ward et al. 1981), et ceux des chloroplastes entre
37 et 220 kb. Ces nombres permettent par ailleurs de constater que la taille d’un génome n’est
pas liée au nombre de genes qu’il abrite. Ceci provient de 1’énorme variation dans la quantité
d’ADN non codant présente entre les trois types des génomes. Tandis que la plupart des
mitochondries animales sont composées de 90-95% d’ADN codant, ’ADNmt des plantes
terrestres contient plus de 90% d’ADN non-codant. Plus précisément, I’ADNmt des animaux
ne possede aucun intron, excepté chez deux espéces de Cnidaires (Pont-Kingdon ef al. 1998;
van Oppen et al. 2002) et une espece de Placozoaire (Dellaporta et al. 2006). L’ADN
chloroplastique (ADNcp) occupe une position intermédiaire, renfermant entre 30 et 40%
d’ADN non-codant. Comme on le verra plus tard, ces différences dans I’architecture

génomique pourraient en partie s’expliquer par des différences dans les taux de mutation.

I.B. Les génomes cytoplasmiques : caractéristiques évolutives

L’objet de la section précédente a été de présenter sommairement 1’origine des organites, et
de comprendre a partir de cette origine I’architecture de leur génome. Les différences
d’architecture génomique entre noyaux, chloroplastes et mitochondries, mais également entre
mitochondries animales et végétales, seront exploitées afin de retracer au mieux I’histoire des
especes abritant ces organites comme on le verra dans le Chapitre II. Toutefois, d’autres

caractéristiques singularisant les génomes cytoplasmiques par rapport aux génomes nucléaires
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auront un impact encore plus important sur I’évolution des organites. Ces caractéristiques sont
ici dénommées « caractéristiques évolutives », en raison de leur importance dans les analyses
génétiques portant sur I’évolution des organites. Ces caractéristiques sont la transmission

maternelle, 1’absence de recombinaison et une rapidité d’évolution.

1.B.1. La transmission maternelle

Une des caractéristiques les mieux connues du matériel génétique cytoplasmique est sa
transmission monoparentale. Baur (1909) et Correns (1909) furent les premiers a mettre en
évidence chez le Pélargonium zonal (Pelargonium zonale) et la Belle de nuit (Mirabilis
Jjalapa), respectivement, que ’héritabilité du matériel génétique des chloroplastes s’écartait
des lois mendéliennes. Cet écart a la loi de Mendel se manifestait par deux observations : la
ségrégation rapide des alleles durant la reproduction végétative et la transmission du matériel
génétique par un seul parent. Ce ne fut que bien plus tard, dans les années 1950, que le mode
de transmission de la mitochondrie fut étudié, grace a des travaux sur les levures de boulanger
(Ephrussi 1953). L’ADN mitochondrial ne fut formellement identifi¢ et localisé¢ que dans les
années 60 (voir la revue de Mounolou & Lacroute 2005), et la premiere preuve directe de
transmission monoparentale et maternelle ne fut disponible qu’en 1972 (Dawid & Blackler
1972), chez le xénope Xenopus sp.

Les mécanismes a 1’origine de 1’héritabilité monoparentale des organites sont variés
(détaillés dans Birky 1995). Les mécanismes prézygotiques €liminent les organites ou le
génome des organites durant la gamétogénese. Chez certains organismes, la méiose donne
lieu a des gametes identiques (isogamie) tandis que chez d’autres, elle produit de grands
gamétes, femelles, et de petits gameétes, males (anisogamie). Une conséquence fréquente de
cette division et/ou croissance cellulaire inégale est un biais marqué en faveur de la présence
d’organites d’origine maternelle dans I’ceuf fertilisé. Dans des cas extrémes, des organites
peuvent étre complétement exclus des gamétes d’un des deux sexes par cytokinése inégale
(Mose 1961). Les organites peuvent également &tre détruits une fois dans les gamétes, comme
c’est le cas dans les isogametes de 1’algue verte filamenteuse Temmnogyra. D’autres
mécanismes ¢liminent les organites pendant la fécondation. Chez certains organismes
(comme les Tuniciers, Ursprung & Schabtac 1965), les organites du sperme ne peuvent
pénétrer dans 1’ceuf et parfois méme, seuls les noyaux sont transférés durant la reproduction

sexuée (comme durant la conjugaison des protozoaires ciliés). Certains mécanismes
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zygotiques déterministes €¢liminent les organites de I’embryon. Un exemple frappant est la
dégradation des chloroplastes issus des gametes males chez les algues vertes filamenteuses
des genres Spyrogyra et Zygnema. Chez Chlamydomonas, c’est ’ADN chloroplastique issu
d’un des deux gametes (le mf) qui subit une dégradation enzymatique. Enfin, une derniére
catégorie conduisant a la transmission monoparentale des organites correspond aux
mécanismes zygotiques stochastiques. Un de ces mécanismes est la distribution intégrale et
aléatoire des organites des deux parents soit dans les cellules embryonnaires soit dans les
cellules extra-embryonnaires, lors de la ségrégation de ces deux types cellulaires. Ceci est
observé dans les croisements entre Pelargonium blancs et verts durant lesquels certains
embryons trés jeunes ne contiennent aucun chloroplaste, au contraire des cellules extra-
embryonnaires (Tilney-Bassett 1970).

Les raisons pour lesquelles de tels mécanismes ont évolué restent relativement
obscures. Bromham et al. (2003) a fait la revue de deux explications possibles pour les
mitochondries. La premiere, la plus populaire, serait la prévention d’un comportement
consanguin lié a la compétition entre ADN mitochondriaux (Hastings 1992) pouvant conduire
a des conflits génomiques potentiellement 1étaux (Hurst & Hamilton 1992). Selon la seconde,
il pourrait s’agir d’une adaptation a I’anisogamie qui permettrait de prévenir 1’intrusion dans
la cellule-ceuf d’un ADN mitochondrial spermatique endommagé par une intense activité de
respiration (Allen 1996).

La transmission monoparentale semble é&tre le principal type d’héritabilité
chloroplastique chez les Angiospermes. Toutefois, les travaux de Baur (1909) ayant permis de
mettre en évidence 1’existence d’un mode de transmission monoparentale pour le génome
chloroplastique ont par la méme occasion démontré que ce processus n’était pas exclusif, dans
la mesure ou certains Pelargonium issus de ces croisements possédaient des organites
d’origine paternelle ou bien issus des deux parents.

Concernant la transmission entre générations des mitochondries chez les animaux, le
concept de transmission strictement maternelle n’a cessé d’étre populaire depuis sa
découverte en 1972. Ce paradigme a été soutenu par de nombreux travaux n’ayant pu mettre
en évidence une quelconque transmission paternelle (Hutchison et al. 1974; Hayashi et al.
1978; Kroon et al. 1978; Avise et al. 1979; Francisco et al. 1979; Reilly & Thomas 1980).
Des observations plus récentes portant sur I’importance des processus stochastiques sont
venues soutenir ces premiers travaux. Ainsi, dans les rares cas de transmission paternelle, la
trés faible proportion d’ADNmt paternel par rapport a I’ADNmt maternel rendrait le premier

particulierement sensible a la perte par dérive génétique. De plus, les effets de la dérive des
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lignées génétiques paternelles pourraient étre accentués par le goulot d’étranglement que les
mitochondries subissent aux stades précoces du développement (Bergstrom & Pritchard 1998;
Birky 2001; Shoubridge & Wai 2007; Wolff & Gemmell 2008). Toutefois, depuis maintenant
deux décennies, un nombre grandissant d’exemples est venu apporter des preuves concretes
d’hétéroplasmie et de transmission a la descendance d’ADN mitochondrial. Des cas
d’héritabilité bi-parentale ont ét¢ documentés chez des mammiferes, oiseaux, reptiles,
poissons, mollusques, nématodes et arthropodes. L hétéroplasmie serait par ailleurs la norme
chez certains bivalves. Une telle hérédité paternelle pourrait somme toute étre un phénomeéne
commun, mais sa contribution pourrait étre en dessous des limites actuelles de détection
(Wolff & Gemmell 2008). Par ailleurs, I’apparente prépondérance de la transmission
strictement monoparentale pourrait provenir d’un échantillonnage trop faible dans les
expériences ayant étudié¢ le mode de transmission des organites (Birky 2001). Par exemple, si
I’on suppose que la transmission paternelle de geénes mitochondriaux est telle que 1% de
toutes les mitochondries de la progéniture proviennent du pere, cela signifierait qu’environ
1% des descendants bénéficieraient du génotype paternel et qu’un échantillonnage d’environ
300 descendants sans aucun génome paternel serait nécessaire pour démontrer qu’il y a moins
de 1% de transmission paternelle (Milligan 1992). Enfin, nous citerons 1I’exemple anecdotique
mais bien documenté de transmission d’ADNmt paternel découverte chez un jeune homme de
28 ans souffrant de myopathie mitochondriale, causé par un ADNmt paternel délétere.
L’ ADNmt paternel était présent dans les cellules musculaires du patient avec un ratio de 10
génomes mitochondriaux paternels pour 1 maternel (Schwartz & Vissing 2002).

Bien que I’héritabilité paternelle ne soit pas le mode de transmission le plus fréquent
des organites cellulaires, il est donc maintenant reconnu que I’héritabilité biparentale et
I’hétéroplasmie qui en découlent sont des phénomeénes récurrents chez les plantes et les
vertébrés. Toutefois, pour influencer 1’évolution d’une population d’organites, 1’ADNmt
paternel doit (i) proliférer considérablement durant I’embryogénese et (i) €tre transmis aux
générations futures via les lignées germinales ou rester intact dans le cytoplasme de 1’oocyte
suffisamment longtemps pour que des recombinaisons avec le génome maternel puisse se
produire et que les produits qui en dérivent atteignent la lignée germinale. Ces trois derniéres
années ont vu I’apparition de travaux démontrant que ces deux critéres pouvaient s’appliquer
a la dynamique de transmission de I’ADNmt paternel chez les insectes (voir par exemple
Sherengul et al. 2006 et Fontaine et al. 2007). Ces travaux sont en accord avec un travail plus
ancien (Kondo ef al. 1990) et confirment que la lignée d’ADNmt paternel peut proliférer dans

le soma et la lignée germinale des insectes. Ceci pourrait étre dii a un goulot d’étranglement
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mitochondrial relativement faible chez les insectes lié¢ a un effectif efficace fort de I’ADNmt
ou une division cellulaire moins intense durant 1’oogénése (Ashley et al. 1989). La question
est désormais de savoir si chez des organismes ayant un faible effectif efficace de I’ADNmt,
comme chez les Vertébrés, I’ADNmt paternel peut atteindre les lignées germinales a une
fréquence suffisamment élevée, et s’il peut y persister suffisamment longtemps pour
influencer 1’évolution de la population d’organites. Il apparait toutefois évident que si une
recombinaison avec ’ADNmt de 1’autre sexe pouvait avoir lieu, ce mécanisme faciliterait

grandement la persistance de genes mitochondriaux paternels dans les générations suivantes.

Chez les plantes, les démonstrations de transmission biparentale d’ADNmt sont
anecdotiques ce qui semble signifier que ce phénomeéne est nettement plus rare que pour les

animaux (Mogensen 1996; Havey 1997; Vaillancourt et al. 2004).

Enfin, nous noterons que les mécanismes controlant la transmission de 1’ADN
cytoplasmique peuvent varier en fonction du niveau taxonomique auquel les croisements se
produisent. Ainsi, Cruzan et al. (1993) ont pu observer une transmission d’ADNcp d’origine
paternelle dans des croisements interspécifiques entre Iris fulva et I. hexagona chez lesquels,
normalement, seul I’ADNcp maternel est transmis. De manicre plus frappante, Hansen et al.
(2007) a mis en évidence une transmission maternelle d’ADNcp dans les croisements
intraspécifiques et une transmission paternelle dans les croisements interspécifiques chez
Passiflora. Ces études suggerent que les mécanismes prévenant la fuite d’ADNcp paternel
sont fragilisés dans les cas d’hybridation. Par ailleurs, Corriveau & Coleman (1988) ont
supposé que jusqu’a un tiers des especes d’Angiospermes pouvait subir de la transmission

biparentale occasionnelle d’ADNcp par I’intermédiaire de pré-plastes présents dans le pollen.

1.B.2. L’ absence de recombinaison

Une deuxiéme caractéristique de I’ADNmt est son incapacité a recombiner entre molécules.
Plusieurs raisons expliquent cette propriété (White et al. 2008). Premiérement, pour qu’un
événement de recombinaison soit détectable, il faut simultanément que : (i) deux molécules
différentes d’ADNmt soient présentes dans la méme cellule, (ii) les molécules soient en
contact physique suffisant pour permettre la réalisation d’un crossing-over, mécanisme qui ne

fait pas partie du cycle de vie normal d’une mitochondrie et (iii) que soit présentes les
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enzymes codées par I’ADNn qui permettent la fusion, I’échange et la réparation du génome
(Thyagarajan et al. 1996; Lakshmipathy & Campbell 1999; Yaffe 1999). Deuxiémement,
pour que la molécule recombinante reste intacte, il faut que deux crossing-over se produisent.
Enfin, 1’alignement des régions homologues peut étre rendu difficile a cause de la nature
circulaire de I’ADNmt.

La recombinaison étant un mécanisme évolutif important qui permet de réduire le
nombre de mutations déléteres d’une population et de créer de nouvelles combinaisons
d’alleles favorables (Hurst & Peck 1996), ’ADNmt utilise donc d’autres mécanismes
évolutifs pour assurer le maintien de la valeur sélective de ses populations chez les individus.
Par exemple, Bergstrom & Pritchard (1998) ont montré, a I’aide d’un modele de génétique
des populations, que le goulot d’étranglement mitochondrial augmente [’efficacité de la
sélection contre les alleles déléteres en augmentant la variance de la valeur sélective parmi les
individus de la population.

Le paradigme portant sur 1I’absence de recombinaison de I’ADNmt fut fragilisé a partir
de la fin des années 1990 par des arguments suggérant 1’existence d’éveénements de
recombinaisons a la fois intra- et intermoléculaires chez les animaux (Thyagarajan ef al. 1996;
Lunt & Hyman 1997; Lakshmipathy & Campbell 1999; Tang et al. 2000). De plus, en 2004 et
2005, deux équipes ont analysé la distribution du polymorphisme nucléotidique dans les
séquences d’ADNmt des animaux et ont apporté un soutien statistique a 1’existence de
recombinaison mitochondriale a faible fréquence a travers ’ensemble du régne animal
(Piganeau et al. 2004; Tsaousis et al. 2005). Deux nouvelles études ont récemment fourni des
preuves convaincantes de recombinaison chez deux especes de vertébrés : le saumon de
I’ Atlantique (Ciborowski et al. 2007) et un 1ézard australien Chlamydosaurus kingii (Ujvari et
al. 2007).

S’il y a si peu de preuves empiriques de recombinaison mitochondriale, c’est que sa
mise en évidence reste difficile (White et al. 2008). Sans prolifération, la fréquence des
évenements de recombinaison est probablement trop faible par rapport aux limites de
détectabilité des technologies standards (Loeb 2001; Kmiec et al. 2006).

La question qui intéresse 1’évolutionniste est de savoir dans quelle mesure ces
événements de recombinaison sont susceptibles de modifier ses conclusions. Des simulations
ont montré que la recombinaison a vraisemblablement un impact limité sur la capacité qu’ont
les algorithmes de phylogénie a reconstruire un arbre tant au niveau spécifique qu’au niveau
infra-spécifique (Schierup & Hein 2000; Posada & Crandall 2002). En revanche, nier

I’existence d’évenements de recombinaison peut conduire a une vision erronée des
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évenements de coalescence (Schierup & Hein 2000). Les conséquences potentielles sont : une
mauvaise estimation de parametres comme le temps de divergence, une vision erronée des
patrons d’expansion démographique (Beerli & Felsenstein 1999; Innan & Nordborg 2002),
une surestimation du nombre de mutations, ou encore un rejet a tord de 1’hypothése d horloge
moléculaire constante (Schierup & Hein 2000; Posada & Crandall 2002).

Nous retiendrons finalement que la recombinaison mitochondriale chez les animaux
est un phénomene sous-estimé, et qu’il ne serait pas inappropri¢ a I’avenir d’utiliser des
modeles d’évolution moléculaires jusqu’alors usités dans des analyses d’ADNn. Ces mode¢les
ne nécessitent pas la reconstruction d’un arbre des genes, ce qui permet la prise en compte de
la recombinaison, de la sélection et des processus démographiques (voir par exemple Rannala

& Bertorelle 2001).

Chez les plantes, la recombinaison a I’intérieur du génome de I’ADNmt est la régle.
Cependant, il existe ¢galement un nombre grandissant de cas pour lesquels la recombinaison
entre génomes d’ADNmt a été démontrée (Lonsdale ef al. 1988; Birky 2001; Stadler & Delph
2002; Bergthorsson et al. 2003). Bien que ce phénomeéne semble plus fréquent qu’on ne le
croyait il y a peu, sa fréquence précise reste encore inconnue. Les cas de recombinaison
d’ADNcp semblent, eux, trés marginaux. La recombinaison chloroplastique a été observée
pour la premiére fois chez des algues unicellulaires ou la fusion chloroplastique est trés rapide
(Cavalier 1970). Par la suite, la recombinaison chloroplastique a été évoquée pour expliquer
de rares réarrangements structuraux de I’ADNcp chez les Poaceae (Hiratsuka er al. 1989;
Ogihara et al. 1992). Enfin, ce phénomene a pu étre observé chez des hybrides expérimentaux
de Solanaceae (Trabelsi et al. 2005). La question qui reste a traiter est de savoir dans quelle
mesure la recombinaison chloroplastique se produit en conditions naturelles chez les plantes a
fleurs.

Comme signalé précédemment, [’hybridation entre espeéces proches est susceptible
d’affaiblir les mécanismes prévenant la transmission d’ADNcp paternel. Les zones hybrides
sont donc particulierement propices a 1’hétéroplasmie et donc a la recombinaison entre
molécules différentes d’ADNcp. La détection de recombinants d’ADNcp dans la zone hybride
de Pinus contorta et P. banksiana pourrait s’inscrire dans ce contexte (Govindaraju et al.
1989). Par ailleurs, des études récentes ont montré que la plupart des ADNcp situés dans les
cellules méristématiques étaient associés en complexes structuraux renfermant des
concatémeres de génomes chloroplastiques ayant une forme linéaire (Bendich 2004;

Oldenburg & Bendich 2004). Ces auteurs on suggéré un nouveau modele de réplication
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rendant obsoléte I’ancien modele basé sur la structure classiquement circulaire de 1’ADNcp
(Kolodner & Tewari 1975). Chez les Angiospermes, une seule étude semble mettre en
évidence I’existence d’un événement de recombinaison chloroplastique (Heuertz et al. sous
presse). Pris dans leur ensemble, les travaux portant sur la recombinaison chloroplastique

tendent a confirmer que le phénomene est anecdotique chez les plantes a fleurs.

1.B.3. Des taux de mutation extrémes

Chez les animaux, le taux de mutation de ’ADNmt est beaucoup plus ¢€levé que celui de
I’ADNn (Brown et al. 1979; Mishmar et al. 2003; Kivisild et al. 2006). Par exemple, les taux
de mutation mitochondriale estimés d’apres la phylogénie des Bilatériens sont d’environ 9 a
25 fois supérieurs a ceux estimés pour les génomes nucléaires de ces mémes lignées (Lynch
2006). Par ailleurs, ces estimations sont probablement des sous-estimations dans la mesure ou
les seules mesures directes du taux de mutation mitochondriale chez les animaux donnent des
valeurs de I’ordre de 10 fois supérieures a celles estimées a partir des études phylogénétiques.
Ceci provient sans doute du fait que les mutations silencieuces ne sont pas complétement
neutres (Denver ef al. 2000; Howell et al. 2003).

Au moins trois facteurs sont fréquemment avancés pour expliquer le taux de mutation
¢levé de PADNmt des animaux (Lynch et al. 2006). Tout d’abord, I’activité respiratoire
intense des animaux produit une grande quantité de radicaux libres oxydatifs a 1’origine d’un
milieu intra-mitochondrial a fort potentiel mutagéne (Bogenhagen 1999). Deuxi¢émement,
I’ADNmt est continuellement répliqué a I’intérieur de cellules ne se divisant pas, et le taux
d’erreur dans I’incorporation des bases (avant correction) est environ 10° 4 10* fois supérieur
au taux d’erreur observé dans le génome nucléaire (Johnson & Johnson 2001). Enfin, les
genes codant pour des protéines de réparation de I’ADN ont été transférés vers le noyau dans
la majorité des lignées et peu de génomes mitochondriaux actuels codent pour de telles
protéines. Le mécanisme de réparation par excision pourrait par ailleurs étre entierement
perdu pour I’ADNmt, tandis que la réparation de mauvais appariements est considérablement
réduite chez les mammiféres comparée aux levures (Gillespie 2000).

Si le taux de mutation mitochondriale est constamment plus élevé que le taux de
mutation nucléaire chez les animaux, il existe une importante variation au sein méme de ce
groupe (Martin et al. 1992; Martin & Palumbi 1993; Rand 1994; Mindell et al. 1996). Cette

variation tend a rendre obsolete le fameux « 2% par millions d’années » utilisé pour calibrer
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I’horloge moléculaire, proposé il y a trois décennies pour I’ADNmt de primates (Brown et al.
1979) et encore fréquemment utilisé pour diverses études portant sur les mammiféres et méme
sur les oiseaux (voir par exemple Garcia-Moreno 2004, cité dans Nabholz et al. 2008).
Plusieurs théories ont été proposées pour expliquer la variation du taux de mutation de
I’ADNmt entre les différentes lignées animales. Premieérement, 1’hypothése du temps de
génération propose que les espéces présentant un temps de génération court subissent un
nombre plus élevé de réplications d’ADN par an et ont donc un nombre d’erreurs par unité de
temps plus élevé (Li et al 1987; Ohta 1993). Deuxiémement, 1’hypothése du taux
métabolique propose de relier le taux de mutation de ’ADNmt a la production de radicaux
libres mutagenes (Martin et al. 1992; Martin & Palumbi 1993). Cette hypothése a été mise en
avant avec la découverte d’une relation entre le taux métabolique poids-spécifique, qui varie
en fonction du poids et de la température, et le taux de substitutions mitochondriales (Gillooly
et al. 2005). Enfin, I’hypothése de la sénescence suggére une autre relation entre le taux de
mutation de I’ADNmt et la production de radicaux libres. Ici, les radicaux libres produits tout
au long de la vie d’un organisme contribuent, et sont méme la cause, de sa sénescence. Cette
théorie a trouvé un soutien dans les travaux de Barja & Herrero (2000) démontrant une
relation entre la concentration d’un marqueur de dommages oxydatifs et I’espérance de vie
maximale chez les mammiféres. Des mutations somatiques affectant 1’efficacité des protéines
respiratoires, résulterait une production plus importante de radicaux libres qui, en retour,
augmenteraient le taux de mutation. Ce rétrocontrole positif conduirait finalement a la
sénescence (Kujoth et al. 2007). Bien que ces différentes hypothéses ne soient pas exclusives,
les travaux récemment publiés de Nabholz ef al. (2008) apportent un soutien convaincant a la
théorie de la sénescence en montrant une relation négative entre la longévité et le taux de

mutation de I’ADNmt chez les mammifeéres.

Le taux de mutation de I’ADN mitochondrial des plantes est considérablement plus
faible que celui de ’ADNmt des animaux, et seulement 0,05 fois celui de I’ADNn dans la
plupart des lignées végétales (Lynch et al 2006). Cette caractéristique s’applique a
I’ensemble du génome mitochondrial (Palmer & Herbon 1988). En outre, les génes
mitochondriaux des plantes évoluent entre 50 et 100 fois plus lentement que leur homologues
chez les animaux (Cho et al. 2004). Le fait que les eucaryotes unicellulaires posseédent un taux
de mutation mitochondriale similaire au taux de mutation nucléaire suggere que les animaux
et les plantes ont respectivement acquis leurs taux trés élevés et trés faibles au cours de

I’évolution, et non que 1’'une de ces deux lignées ait conservé un état ancestral. Toutefois, et
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contrairement aux animaux, les facteurs a I’origine de la diminution du taux de mutation de

I’ADNmt des plantes restent largement inconnus.

Chez les plantes, les taux de mutation mesurés pour I’ADNcp sont environ deux a
quatre fois plus ¢élevés que ceux mesurés pour I’ADNmt, et environ 0,1 fois ceux mesurés
pour les génomes nucléaires (Wolfe er al. 1987; Gaut ef al. 1996). Le faible taux de mutation
observé dans I’ADNcp, en comparaison a celui observé dans I’ADNn, n’a pas été expliqué de
manicre convaincante jusqu’a présent. L’absence de recombinaison rendant plus efficaces les
balayages sélectifs sur les génomes cytoplasmiques, ce phénomene a été proposé comme une
explication alternative au taux d’évolution lent pour expliquer le faible polymorphisme des
genes cytoplasmiques (Maruyama & Birky 1991). Cette explication est peu convaincante a
elle seule dans la mesure ou elle devrait également s’appliquer au génome mitochondrial des
animaux. Notons par ailleurs qu’il existe une importante variation du taux de mutation au sein
méme du génome chloroplastique (voir Chapitre II). Le taux de mutation semble également
varier au sein des Angiospermes. Ainsi, les plantes annuelles semblent évoluer plus
rapidement que les plantes pérennes, et ce principalement aux sites non-synonymes (Bousquet
et al. 1992; Petit & Hampe 2006). Au sein des monocotylédones, les herbes évoluent plus
rapidement (3,7 fois plus rappidement pour le marqueur rbclL) que les palmiers aux sites

silencieux (EyreWalker & Gaut 1997).

Un point intéressant soulevé par Lynch et al. (2006) concerne la relation entre le taux
de mutation des organites et I’architecture de leur génome. Comme signalé précédemment, le
génome mitochondrial des plantes contient une grande quantit¢é d’ADN non-codant tout
comme le génome nucléaire, et contrairement au génome mitochondrial des animaux qui lui
n’en contient aucun. Le génome chloroplastique se situe en position intermédiaire entre les
génomes mitochondriaux animaux et végétaux, avec la présence de quelques ¢léments non-
codants. Enfin, les seuls génomes mitochondriaux animaux possédant des introns — ceux des
Cnidaires — ont par ailleurs un taux de mutation tellement faible que le polymorphisme
nucléotidique intra-spécifique est virtuellement inobservable (Shearer et al. 2002). 11 est donc
frappant d’observer une corrélation négative entre le taux de mutation et la quantité
d’éléments non-codants dans le génome. Selon Lynch et ses collaborateurs, le lien se trouve
dans le fait que I’ADN non-codant augmente la vulnérabilité de I’ensemble du génome face
aux mutations. Par exemple, des mutations sur les introns peuvent altérer la spécificité de

certains de leurs sites nécessaires au processus d’épissage, et augmentent ainsi les chances de

22



rendre non fonctionnel le géne qui les accueille (Lynch 2002). Ainsi, alors que la variation
dans [Darchitecture de I’ADN nucléaire pourrait principalement étre gouvernée par la
variation dans la taille efficace (Lynch & Conery 2003; Lynch 2006), la variation dans le taux
de mutation serait un facteur majeur expliquant la variation dans 1’architecture de I’ADNmt.
De maniére plus générale, ceci implique que 1’évolution de 1’architecture des génomes serait

gouvernée par des forces non-adaptatives.
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Chapitre 11

Exploitation des caractéristiques architecturales et
evolutives des génomes cytoplasmiques pour retracer

[’histoire du vivant



La diversité de 1’architecture et des taux d’évolution des différents génomes cellulaires offre
de multiples fenétres temporelles permettant d’¢tudier des événements plus ou moins anciens
sur I’arbre du vivant. Par la suite, nous appellerons « marqueur moléculaire» un fragment
d’ADN dont la variation est utilisée pour reconstruire 1’histoire du vivant. Des marqueurs
moléculaires issus de compartiments génomiques différents, et ayant donc des vitesses
d’évolution différentes, pourront ainsi étre choisis en fonction de la nature des relations de
parenté¢ investiguées : basales dans le cas des études de phylogénie (par exemple entre
especes, genres ou familles) ou terminales dans le cas des études de phylogéographie (entre
individus d’une espéce). Le chapitre qui suit présente les principales utilisations des
marqueurs issus des différents génomes et souligne le lien entre les caractéristiques
architecturales et évolutives qui sont a I’origine de ces utilisations. Un exemple d’utilisation
de ’ADNmt et un exemple d’utilisation de ’ADNcp sont finalement donnés afin d’illustrer

les considérations générales.

I1. A. L’ADNmt animal

I1.A.1. L’ADNmt animal utilisé comme marqueur pour les analyses de

phylogénie et de phylogéographie

L’ADNmt est la molécule la plus étudiée pour retracer I’histoire des espéces et des
populations. Plusieurs facteurs, allant de la facilité d’obtention de I’information a la facilité
d’analyse, en passant par la nature de cette information, expliquent un tel succes. Nous allons
présenter les principaux de ces facteurs, qui sont tous plus ou moins directement liés aux

caractéristiques évolutives et architecturales présentées ci-dessus.
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A cause de la nature polyploide de I’ADN nucléaire, le séquencage de fragments de ce
génome ne permet pas toujours d’identifier I’état de caractére d’un site donné. Cette
identification nécessite le recours au clonage moléculaire ou 'utilisation de logiciels prédisant
I’identité d’un all¢le en fonction de sa fréquence dans une population (Scheet & Stephens
2006). Le séquencage de ’ADNmt, qui est lui haploide, génére directement des haplotypes
résolus. Le séquencage de I’ADNmt permet donc en général un gain de temps et d’argent en
se détournant du clonage, ou un gain d’exactitude en évitant 1’estimation probabiliste de 1’état
de caractere.

Un second avantage provient du fait que les génes mitochondriaux ne sont en général
pas dupliqués au sein du génome mitochondrial. Ainsi, le clonage qui permet d’éviter
I’amplification de séquences paralogues chez certains geénes nucléaires n’est pas nécessaire
lorsque ’ADNmt est employé comme marqueur. Rappelons toutefois que le transfert d’un
gene mitochondrial vers le noyau passe par une étape intermédiaire durant laquelle le géne est
dupliqué et est présent dans les deux types de molécules. Suivant le temps qui s’est écoulé
depuis I’éveénement de duplication, les deux génes ainsi que leurs séquences peuvent étre plus
ou moins identiques. Si cette duplication n’est pas reconnue en tant que telle, ’amplification
et ’analyse de tels génes mitochondriaux hébergés dans le noyau peuvent conduire a une
reconstruction phylogénétique erronée (Collura et al. 1996; Zhang & Hewitt 1996). Ces deux
avantages, ajoutés au fait que I’ADNmt soit présent sous de nombreuses copies dans les
cellules (Dowling et al. 1990), rend aisée 1’acquisition d’informations généalogiques a partir
de cette molécule.

La nature non-recombinante de I’ADNmt constitue une qualité essentielle de cette
molécule en tant que marqueur moléculaire. Premiérement, comme on 1’a vu précédemment,
cette propriété permet des estimations de parameétres basés sur la coalescence, comme les
temps de divergence, ou encore sur les paramétres démographiques, qui ne sont pas biaisées
par les phénomeénes de recombinaisons. De plus, ’ensemble de ’ADNmt peut, par cette
propriété, étre considéré comme une unité généalogique a part enticre, c¢’est-a-dire comme un
« super-gene » transmis comme un seul bloc au fil des générations (Avise 2004).

Par ailleurs, il est communément reconnu que le couplage d’un mode de transmission
essentiellement maternel et d’un état haploide réduit d’environ un quart la taille efficace par
locus des geénes mitochondriaux (Ne) dans une population diploide, par rapport aux genes
nucléaires (Palumbi et al. 2001). Cette propriété joue un rdle majeur dans I’évolution
temporelle de la diversité allélique mitochondriale, mais pour comprendre ce point nous

devons brievement présenter la notion de « tri du polymorphisme ancestral ».
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Note sur la taille efficace de I’ADNmt

Le généticien américain Sewall Wright définit le concept de taille efficace de population N, comme
étant « le nombre d’individus se reproduisant dans une population idéale, qui aurait la méme quantité
de dispersion de fréquences alléliques sous une dérive génétique aléatoire, ou la méme quantité
d’éveénements de reproduction consanguins, que la population réelle considérée » (Wright 1931). Si
I’on définit N, comme étant le nombre réel d’unités génétiques sedivisant au niveau de population de
taille 2V, pour un locus nucléaire (ce qui correspond environ au nombre de femelles pour un organite
transmis maternellement), alors ce nombre efficace de geénes mitochondriaux par locus est
habituellement considéré comme étant égal au quart du nombre efficace de génes nucléaires, en
raison de la nature haploide et de la transmission maternelle de I’ADNmt (Palumbi et al. 2001). Cette
régle dite du « un-quart » est communément employée dans les analyses utilisant la taille efficace des
geénes mitochondriaux. C’est d’ailleurs cette loi que nous avons utilisé pour estimer des temps de
divergence basés sur un modéele de coalescence (cf. Chapitre V). Toutefois, certains auteurs ont
souligné deux problémes avec cette régle (Lynch ef al. 2006). Premi¢rement, elle suppose un niveau
identique d’interférence sélective entre les génes hébergés dans I’ADNmt et entre ceux hébergés dans
le noyau. L’absence de recombinaison mitochondriale chez les animaux est une raison pour laquelle
cette assertion n’est pas vraie (Berlin & Ellegren 2001). Dans le méme esprit, on peut ajouter que les
chromosomes nucléaires contiennent de nombreuses cibles potenticlles pour des balayages sélectifs
contrairement au génome mitochondrial (mais voir Chapitre V). Deuxiémement, la régle du « un-
quart » suppose que les males et les femelles ont un réle équivalent dans la production de progéniture.
En pratique, la variance plus ¢élevée du succés reproducteur des males par rapport a celle des femelles
peut rendre le nombre efficace de geénes nucléaires inférieur au nombre efficace de génes
mitochondriaux (Birky et al. 1983). Pour ces raisons, le rapport réel liant la taille efficace des genes
nucléaires a la taille efficace des génes mitochondriaux ne peut étre estimé précisément qu’a 1’aide

d’études empiriques.

Chez toutes les especes, les divers alleles d’un locus donné ont leur histoire propre,

certains all¢les partageant des événements de coalescence récents, et d’autres de plus anciens

(Pamilo & Nei 1988). Lors d’un événement de spéciation, les alleles présents dans I’espéce

ancestrale vont se répartir aléatoirement dans chacune des deux espéces descendantes (Fig. 1).

Il en résulte que certains all¢les dans une espéce donnée sont généalogiquement plus proches

de certains alleles présents dans une autre espece qu’ils ne le sont de certains alleles de leur

propre espece. Avec le temps, des lignées alléliques de chaque espeéce descendantes vont étre

aléatoirement perdues par dérive, tandis que de nouveaux alléles vont apparaitre par mutation.

Finalement, au bout d’un certain temps, une seule lignée ancestrale d’all¢les aura persisté
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dans une espéce descendante de sorte que la totalit¢ de la variation allélique intraspécifique
reflétera des mutations apparues durant la période faisant suite a I’événement de spéciation.
Le temps nécessaire pour que le polymorphisme allélique d’un géne d’une espéce redevienne
monophylétique, que I’on appelle également le temps nécessaire pour qu’en moyenne le tri du
polymorphisme ancestral soit complet, est estimé a quatre fois la taille efficace de I’espece
descendante. On comprend ainsi que, la taille efficace mitochondriale étant généralement
considérée comme étant quatre fois plus faible que la taille efficace nucléaire (mais voir la
« Note sur la taille efficace de ’ADNmt »), le tri complet du polymorphisme ancestral sera
plus rapidement atteint avec des geénes mitochondriaux qu’avec des génes nucléaires. Ce
processus rend plus fiable I'utilisation de génes mitochondriaux que celle de génes nucléaires
dans le but de reconstruire, a partir de 1’arbre d’un gene, I’arbre des espéces (Hudson &
Turelli 2003). Par exemple, certaines théories prédisent que lorsque I’on a 95% de certitude
qu’un inter-nceud de 1’arbre d’un unique géne mitochondrial ne soit pas affecté par le tri
incomplet du polymorphisme ancestral, il faut reconstruire les arbres phylogénétiques de 16
genes nucléaires indépendants pour retrouver un niveau de certitude équivalent (Moore

1995).

Finalement, le principal avantage de ’ADNmt par rapport a ’ADNn en tant que
marqueur moléculaire pour les études de phylogénie et de phylogéographie provient de son
taux de mutation élevé. L’ADNmt est présenté depuis 25 ans comme la molécule a évolution
rapide par excellence (Brown et al. 1979), avec seulement quelques ARN viraux, répliqués
par des polymérases dénuées de systeéme de correction, connus pour évoluer plus rapidement.
Certaines séquences a I'intérieur de la région de contrdle évoluent méme plus rapidement que
le reste du génome, et sont donc particulierement intéressantes pour des analyses nécessitant
une résolution fine de structures de populations (Stoneking et al. 1991). Un avantage certain
pour la lecture et 1’alignement des séquences vient du fait que bien que des insertions et
délétions ne soient pas rares, la majorité de la variation entre séquences provient de
transversions et de transitions (avec un fort biais pour ces dernieres ; Aquadro & Greenberg

1983).
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Figure 1. Le tri du polymorphisme ancestral. Les alléles sont représentés par des lignes sinueuses et fines et les
especes par des lignes droites et épaisses. Une espéce ancestrale posséde un groupe d‘alléles pour un géne donné.
Lorsque que les espéces filles A et B commencent a diverger (To), le groupe ancestral d’alléles se distribue
aléatoirement au sein de ces deux especes filles. Lorsque les espéces filles deviennent reproductivement isolées
(T1), leur groupe d’alleles respectif est d’abord polyphylétique (entre T1 et T2), puis paraphylétique (entre T2 et
T3). A partir de T3, les alléles sont réciproquement monophylétiques. Le temps écoulé entre T1 et T3 est le
temps nécessaire pour que le tri du polymorphisme ancestral soit complet et est approximativement égal a 4Ne

générations, avec Ne la taille efficace de la population.

En plus de sa grande utilité en tant que marqueur de I’évolution récente, ’ADNmt a été
¢galement largement employé comme marqueur de relations phylogénétiques entre taxa de
rangs supérieurs. Une premiere approche servant a cet effet est la comparaison directe de
séquences a évolution plus lente que la moyenne du génome mitochondrial, ou une partie de
ces séquences comme les transversions ou les substitutions non-synonymes des régions
codant pour des protéines. Des régions particulierement populaires pour ce genre d’étude sont
les génes codant pour les sous-unités d’ARNr par exemple (Sullivan et al. 1995), pour les
cytochromes oxydases (e.g. Hebert et al. 2003) et le cytochrome b (Irwin et al. 1991). 11 est
cependant a noter que chacune de ces régions codantes trouve son optimalité en tant que
marqueur dans une fenétre temporelle de résolution étroite et variable entre taxa. Une seconde
approche utilisée pour la résolution des nceuds anciens est I’étude des arrangements de génes.
Dans la plupart des espéces animales, ’ADNmt est constitu¢ des mémes 37 genes, mais

I’ordre dans lequel ils se succedent peut différer entre grandes lignées. Parce qu’un
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réarrangement de geénes mitochondriaux reste un événement rare, 1’ordre des geénes est un
marqueur de clades pertinent (voir par exemple Hoffmann ez al. 1992; Lee & Kocher 1995;
Macey et al. 1997). Enfin, d’autres aspects de 1’évolution du génome mitochondrial, comme
I’évolution du code génétique (Wolstenholme 1992), ont pu servir de marqueurs d’évolution

ancienne.

11.A.2. L’ADNmt comme code-barres moléculaire

Apres un long régne en tant que marqueur de I’histoire des populations (utilisé dans plus de

iéme

80 % des études de phylogéographie de Iavant XXI™ siécle, Avise 2000), et alors méme
que les limitations liées a son emploi étaient de plus en plus mises en avant dans la littérature
évolutionniste, I’ADNmt démarra sa seconde ére de gloire avec 1’avénement de méthodes
d’identification taxonomiques rapides comme le code-barres moléculaire (DNA Barcoding).
Hebert et al. (2003) fut le pionnier de cette entreprise encore aujourd’hui a succes, dont le but
est l'utilisation de la séquence d’un court fragment d’ADN pour révéler I’identité de
n’importe quelle espéce animale, voire méme de permettre la découverte de nouvelles espéces
: “Hebert envisages this ‘gene species’ as a first, mandatory step towards describing real
species” (Nicholls 2003). Pour qu’une région de I’ADN puisse faire office de code-barres,
elle doit étre suffisamment variable, étre assez courte pour étre amplifiée en une seule
réaction et contenir des régions invariables pour y développer des amorces universelles
(Stoeckle 2003). En outre, une propriété¢ essentielle d’un bon code-barres moléculaire,
nécessaire pour qu’une séquence donnée soit attribuée a une espece, est la distribution
bimodale des distances génétiques, avec un chevauchement le plus faible possible entre les
distances génétiques intra- et inter-spécifiques. Diverses études ont montré que le géne
mitochondrial de I’enzyme cytochrome oxydase I (coxI) répondait au mieux a ces critéres
(Hebert ef al. 2003; Hebert et al. 2004; Ward et al. 2005). Les applications du code-barres
moléculaire sont nombreuses et varié¢es, comme I’illustre le projet d’introduire cette méthode
dans les services douaniers pour une identification rapide des espéces dont le commerce est
réglementé par la Convention sur le Marché International des Espéces en Danger (CITES)

(Lahaye et al. 2008).
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11.A.3. Etude de la distribution des lignées génétiques du complexe Podarcis

hispanicus a [’aide de marqueurs mitochondriaux

Le bassin Méditerranéen est un des principaux centres de biodiversité dans le monde (Myers
et al. 2000). La Péninsule Ibérique, en tant qu’ancien grand refuge glaciaire, constitue 1’une
des trois plus importantes aires de diversité taxonomique dans le bassin Méditerranéen et plus
largement dans le Paléarctique Occidental (Hewitt 1996; Taberlet ef al. 1998; Hewitt 2001).
L’herpétofaune ibérique est bien représentative de cette diversité avec 38 espéces dont 8§ (soit
21%) endémiques. Cette diversité est par ailleurs encore largement sous-estimée dans la
mesure ou certaines especes sont connues pour héberger plusieurs lignées génétiques
distinctes et d’origine ancienne suggérant qu’une révision systématique de ces taxa est
nécessaire. Ainsi, la persistance de lignées anciennes distinctes a été mise en évidence chez
Timon lepidus (Mateo et al. 1996), Lissotriton boscai (Martinez-Solano et al. 2006) et Blanus
sp. (Vaconcelos et al. 2006).

Un cas pour lequel une révision systématique apparait nécessaire concerne le Lézard
ibérique Podarcis hispanicus, chez qui des travaux utilisant des données d’ADNn, d’ADNmt
et morphologiques ont montré que les différentes lignées évolutives ne constituent pas un
ensemble monophylétique au regard d’autres lignées déja élevées au rang d’espece (S& Sousa
2000; Harris & Sa Sousa 2001; Harris et al. 2002; Harris & Sa Sousa 2002; Pinho et al. 2003;
Pinho et al. 2006). Podarcis hispanicus tel que traditionnellement reconnu représenterait donc
un complexe d’especes.

L’¢étude de Pinho et al. (2006) décrit les relations phylogénétiques entre lignées du
complexe sur la base de plusieurs génes mitochondriaux (Fig. 2). Selon cette étude, quatre
lignées mitochondriales anciennes semblent étre présentes dans le sud-est de I’Espagne.
Toutefois, cette étude n’a échantillonné que quelques individus pour chacune des lignées ce
qui ne permet pas de décrire leur distribution géographique. Un premier objectif que nous
nous sommes fix¢é afin de mieux comprendre 1’histoire évolutive de ce complexe d’especes
est de préciser la répartition géographique de ces unités évolutives. Pour se faire, nous avons
séquence un fragment de la région de contréle de ’ADNmt chez 69 spécimens répartis dans
le sud-est de la Péninsule Ibérique (voir Article 1 pour des précisions méthodologiques). Ce
marqueur a €té choisi pour son taux d’évolution en général plus élevé que le taux d’évolution
moyen du génome mitochondrial, ce qui le rend particuliérement approprié aux études de

phylogéographie. Par ailleurs, comme la région séquencée faisait partie des marqueurs utilisés
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dans 1’é¢tude de Pinho et al. (2006), nous avons ajouté a notre alignement les séquences de 14
individus issus de cette étude, qui représentent chacun un des principaux clades présents dans
le complexe P. hispanicus. Ainsi, il nous fut possible d’attribuer chacun de nos 69 individus a

I’un de ces 14 clades. Le résultat est présenté dans la figure 3.
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Figure 2. Arbre phylogénétique le plus vraisemblable des lignées mitochondriales anciennes des Podarcis de la

Péninsule Ibérique présenté par Pinho ef al. (2006). L’arbre a été enraciné avec P. muralis. Les probabilités
postérieures bayésiennes sont données au dessus des branches, les valeurs de bootstraps en maximum de

vraisemblance et en maximum de parcimonie, respectivement, sont données en dessous des branches. Lorsque

ces trois valeurs sont identiques, une seule valeur est donnée en encadré.
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Figure 3. Carte de distribution des lignées mitochondriales profondes dans le sud-est de la Péninsule Ibérique.

Les carrés, triangles, cercles et losanges représentent respectivement la lignée mitochondriale Liolepis, Type 2,
Hispanicus et Valencia. Va, Vb et V¢ renseignent sur la distribution des trois haplotypes différents présents dans

la lignée Valencia.

Les 69 séquences ¢tudiées se sont réparties dans quatre lignées mitochondriales profondes,
conformément aux prédictions faites d’apreés Pinho et al. (2006). Chacune des 33 stations
échantillonnées ne renfermait que des haplotypes d’une seule lignée mitochondriale. De plus,
une unique station mise a part, les quatre lignées se distribuent de maniére contigiie et non
chevauchante. Nous appellerons ces lignées Liolepis pour celle située au nord de la région
étudiée (équivalente a « Podarcis hispanica Type 3 » dans Pinho ef al. 2006), Type 2 pour
celle située a I’ouest, Hispanicus pour celle située au sud (équivalente a « Podarcis hispanica
Galera » dans Pinho et al.) et Valencia pour celle située a I’est (équivalente a « Podarcis
hispanica sensu stricto » dans Pinho ef al.). L’exception a I’absence de chevauchement
provient d’une station localisée dans la Sierra Maria de Nieva qui accueille 6 individus
appartenant tous a la lignée Valencia, alors que cette localité est située au milieu de 1’aire de
distribution des Hispanicus. Notons dés a présent qu’au sein de la lignée Valencia, trois

haplotypes ont été observés dans cette étude : un propre aux individus de la Sierra Maria de
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Nieva (Vc), un présent chez les deux uniques individus d’une station située au nord de
Valence, et un autre présent chez tous les autres individus de ’aire principale de distribution

de la lignée Valencia.

11.B. L’ADNmt végetal

Parce que I’ensemble du génome mitochondrial des plantes évolue de maniere lente (Palmer
& Herbon 1988), cette molécule n’a été que rarement utilisée en phylogénie et
phylogéographie chez les plantes. Toutefois, les séquences d’ADNmt contiennent des introns
qui contiennent eux-mémes des indels évoluant de maniere tres rapide. Ces indels ont ainsi
permis de résoudre des relations de parenté entre taxa trés proches (Freudenstein & Chase
2001). Enfin, le nombre grandissant de preuves de recombinaison dans ce génome constitue
un handicap supplémentaire par rapport au génome chloroplastique pour une utilisation en

phylogénie.

11.C. L’ADNcp

11.C.1. Les marqueurs chloroplastiques en phylogénie et en phylogéographie

L’ADNcp a connu un franc succes aupres des phylogénéticiens a partir des années 80 grace a
plusieurs propriétés le distinguant des autres génomes (Olmstead & Palmer 1994).
Historiquement, la faible taille du génome chloroplastique a rendu aisé¢ I’examen du génome
complet par I’analyse des sites de restriction (Soltis ef al. 1992). Tout comme pour I’ADNmt,
la plupart des genes de I’ADNcp sont présents en simple copie ce qui évite I’amplification de
genes paralogues (mais voir Wolfe & Randle 2004). De maniére générale, I’ensemble des
propriétés liées a la nature haploide et au mode de transmission maternel de I’ADNmt, qui
rendent certains fragments séquencés dans cette molécule propices a leur emploi en tant que
marqueurs, sont applicables a I’ADNcp.

Le génome chloroplastique est, a quelques rares exceptions pres, constitué de parties
répétées et inversées, séparées par une longue et une courte partie présentes sous une copie
(dite « simple-copie »). Les premicres études portant sur la vitesse d’évolution de I’ADNcp

ont suggéré que les parties répétées et inversées ¢évoluaient plus lentement que les parties
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simple-copie (Curtis & Clegg 1984), ce qui fut confirmé par la suite : ces dernicres évoluent
en moyenne 2,3 fois plus rapidement que les premicres (Perry & Wolfe 2002). Pour cette
raison, les premicres recherches en phylogénie utilisant I’ADNcp ont utilisé des geénes des
parties simple-copie. Le taux d’évolution toutefois lent de ces parties simple-copie par rapport
a ’ADNn a initialement orienté 1’utilisation de I’ADNcp vers la résolution de phylogénies
basales, notamment grace a ’emploi de geénes rbcL, ndhF, atpB, et matK (Chase et al. 1993;
Johnson & Soltis 1994; Steele & Vilgalys 1994; Olmstead & Reeves 1995). Par la suite, les
régions non codantes de I’ADNcp ont été étudiées afin de trouver des marqueurs plus
variables, utilisables dans la résolution des branchements récents. Ainsi, des fragments
comme la région TrnT-TrnL-TrnL-TrnF, 1’espace intergénique atpB-rbclL ou 1’intron de
trnK/matK ont été largement utilisés en phylogénie au niveau intra-générique (e.g. Bell &
Patterson 2000; Bellstedt e al. 2001; Klak et al. 2003). Chez certaines especes, la variabilité
de ’ADNcp est telle que ce génome a été utilisé dans des études de phylogéographie
(e.g.Soltis et al. 1997).

Récemment, Shaw et al. (2005) et Shaw et al. (2007) ont étudi¢ la variation de
I’ADNcp sur d’abord 21 régions non-codantes puis sur la totalité des régions non-codantes
des parties simple-copie de I’ADNcp chez les principales lignées de phanérogames. Une
conclusion de ces auteurs est que les régions les plus utilisées en phylogénie (¢rnl-trnk et
trnK/matK) sont parmi les moins variables des régions non-codantes. Les auteurs proposent
que de nouvelles régions, en moyenne beaucoup plus variables que ces régions classiquement
utilisées, puissent étre la source de nouveaux marqueurs en phylogénie fine et en
phylogéographie. Ces études soulignent par ailleurs I’importante variation qui existe entre les
différentes régions non-codantes. Les auteurs proposent donc que des études « pilotes » visant
a tester 1'utilit¢ d’un grand nombre de régions non-codantes avec un nombre limité de
séquences soient systématiquement menées pour 1’étude phylogénétique ou

phylogéographique d’une lignée donnée et pour une « profondeur » donnée.

11.C.2. L’ADNcp comme code-barres moléculaire

A cause du faible taux d’évolution (Cho et al. 1998; Cho et al. 2004) et des fréquents
remaniements structuraux de I’ADNmt chez les plantes (Adams & Palmer 2003), le géne coxI
ne représente pas un bon code-barres moléculaire pour ce phylum. Les difficultés d’obtention

des séquences nucléaires en comparaison aux séquences chloroplastiques ont orienté la
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recherche d’un code-barres moléculaire vers ce dernier génome (Kress et al. 2005; Chase et
al. 2007; Ford et al. 2009). Les nombreux débats autour du choix d’un code-barres ont mis en
avant sept marqueurs candidats : quatre sont des portions des génes codants (matK, rbcL,
rpoB et rpoCl) tandis que trois sont des fragments non-codants (atpF-atpH, trnH-psbA et
psbK-psbl). Différentes équipes ont testé différentes combinaisons entre ces sept marqueurs
(Erickson ef al. 2008; Lahaye et al. 2008; Hollingsworth et al. 2009a). Trés récemment, un
consensus a émergé de ces débats et le groupe de travail sur les plantes appartenant au
consortium pour le code-barres moléculaire a présenté ses conclusions : le duo rbcL+matK
fera office de code-barres moléculaire chez les plantes (Hollingsworth et al. 2009b). Sur un
jeu de données de plus de 900 séquences couvrant plus de 560 especes, ce duo a permis
I’identification des especes dans 72% des cas et I’identification du genre dans 100% des cas.
Afin d’augmenter le pourcentage d’identification au niveau spécifique, le groupe de travail
recommande qu’un ou deux autres marqueurs soient ajoutés a ce duo. L’identité des ces
marqueurs additionnels devra varier en fonction du groupe taxonomique et de la qualité des

tissus étudiés.

11.C.3. Résolution des noeuds basaux de la phylogénie des Galoglychia grdce

aux marqueurs chloroplastiques.

Les plantes du genre Ficus (Moraceae) représentent un modele historique pour 1’étude de la
coévolution entre plantes et insectes (Herre ef al. 1996; Machado et al. 2001; Weiblen 2001;
Jousselin ef al. 2003; Ronsted ef al. 2005). Ce genre est exclusivement pollinisé par des
guépes de la famille des Agaonidae. Dans ce systéme, la régle est qu'une espece de guépe ne
pollinise qu’une espéce de plante hote (Ramirez 1970; Michaloud et al. 1985). De plus, les
sections et sous-sections constituant ce genre apparaissent monophylétiques et pollinisées par
des especes d’un seul genre ou d’un nombre limité de genres de pollinisateurs. Toutefois, des
exceptions a la régle « une espece d’hdte pour une espece de pollinisateur » semblent assez
fréquentes, tant sur la base d’études morphologiques (Ramirez 1970; Michaloud et al. 1985)
que sur la base de travaux moléculaires (Lopez-Vaamonde et al. 2001; Molbo et al. 2003;
Machado et al. 2005; Erasmus et al. 2007). Ainsi, Rasplus (1996) a pu estimer d’apres la
morphologie des insectes et des plantes que 17% des especes de figuiers Africains sont
pollinisées par au moins deux especes de guépes et que 15% des espeéces de guépes utilisent

au moins deux especes de plante hote. Cependant, une section particuliere — la section
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Galoglychia — semble étre la principale source de ces contre-exemples. Etudier en détail la
phylogénie des plantes hotes afin de la comparer avec la phylogénie des insectes
pollinisateurs dans cette section constitue alors en enjeu important pour comprendre des
processus a 1’origine de ces exceptions. Une étude récente a présenté les premiers résultats
concernant la taxonomie et la phylogénie moléculaire des insectes pollinisateurs de cette
section (Erasmus et al. 2007). 1l reste donc a compléter I’information existante chez les
figuiers.

La section Galoglychia section renferme 77 especes distribuées en six sous-sections
(Berg 1986; Berg & Wiebes 1992). Une étude phylogénétique récente basée sur des fragments
nucléaires ITS et ETS présente les relations de parenté entre ces sous-sections (Rensted et al.
2007a). Les auteurs ont par ailleurs inclus dans cette étude des espeéces d’une section proche,
la section Americana, constituées exclusivement d’espeéces néotropicales. Un résultat
intéressant, et méme surprenant, est la paraphylie de la section Galoglychia au regard de la
section Americana. En effet, dans les analyses de Ronsted et al. (2007a), la section Americana
est systématiquement branchée a I’intérieur de la section Galoglychia. Toutefois, en fonction
de la méthode de reconstruction choisie, la position des Americana varie. Le branchement des
Americana a ’'intérieur des Galoglychia n’est fortement soutenu dans aucune des topologies
présentées. Un doute subsiste ainsi sur la monophylie ou non de la section Galoglychia. Nous
avons alors tenté de résoudre le nceud basal représentant le branchement des deux sections en
utilisant des marqueurs moléculaires a taux d’évolution plus lents que ceux des marqueurs
ITS et ETS.

Les marqueurs chloroplastiques offrent a priori des outils adéquats pour une telle
é¢tude phylogénétique. Bien que les marqueurs chloroplastiques aient été les premiers
marqueurs utilisés chez les figuiers (Herre et al. 1996), leur trés faible polymorphisme les a
exclus des études suivantes. Notamment, Rensted ef al. (2007b) ont étudié¢ la variation
nucléotidique des marqueurs chloroplastiques les plus utilisés chez les plantes sur six especes
de Ficus. La trés faible variation observée a contraint les auteurs a abandonner les marqueurs
chloroplastiques dans leurs études phylogénétiques des figuiers. Afin de choisir les marqueurs
les plus variables et selon les recommandations de Shaw et al. (2007), nous avons donc
procédé a une phase de tri des marqueurs chloroplastiques disponibles suivie d’une phase de
développement d’amorces spécifiques. La partie « Additional Files » de 1’Article 2 présente

les détails des différentes phases de développement des marqueurs chloroplastiques.
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L’alignement final est constitué¢ de 58 séquences de plus de 3600 pb, représentant 38

especes de la section Galoglychia, et 10 especes de la section Americana. Les méthodes

d’alignement et d’analyses phylogénétiques sont présentées en détail dans 1’ Article 2.
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Figure 4. Arbre phylogénétique de la section Galoglychia incluant la section Americana, reconstruit a partir de

marqueurs chloroplastiques par inférence bayésienne. Les valeurs au-dessus et en dessous des branches

indiquent respectivement les valeurs de probabilité postérieure bayésienne et de bootstrap en maximum de

vraisemblance. Les rectangles noirs indiquent la position d’indels synapomorphiques.
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La phylogénie chloroplastique obtenue fut la méme quelle que soit la méthode de
reconstruction utilisée (Maximum de parcimonies, Maximum de vraisemblance et Inférence
Bayésienne). Dans cette phylogénie (Fig. 4), la section Galoglychia est monophylétique : la
section Americana se branche systématiquement en groupe externe a toutes les séquences de
Galoglychia. En outre, une insertion de 10 pb dans un des cinq fragments chloroplastiques
caractérise tous les individus de la section Galoglychia, tandis qu’une autre insertion de 10pb
et une délétion d’une paire de bases caractérisent les séquences de la section Americana.
Ainsi, les marqueurs chloroplastiques, au taux d’évolution lent, ont permis de résoudre un
nceud basal que des marqueurs au taux d’évolution plus rapide étaient incapables de résoudre.

Les marqueurs chloroplastiques ont aussi permis de résoudre des nceuds plus récents,
fortement soutenu par les valeurs de bootstraps et de probabilité postérieurs. La section
Galoglychia présente une trichotomie séparant la sous-section Caulocarpae, la sous-section
Galoglychia et un clade regroupant les sous-sections Cyathistipulae, Crassicostae,
Chlamydodorae et Platyphyllae (appelé clade CCCP par la suite). Enfin, a I’intérieur du clade
CCCP, un clade est modérément soutenu par les valeurs de bootstraps mais fortement soutenu
par les valeurs de probabilité postérieurs : il regroupe F. petersii, F. stuhlmannii, F. thonningii
et une accession de chacune des especes F. trichopoda et F. craterostoma. Notons que ce
dernier clade est étonnant par sa composition, dans la mesure ou les deux accessions de F.
trichopoda et les deux accessions de F. craterostoma ne se branchent pas ensemble. En outre,
F. trichopoda appartient a une sous-section différente de la sous-section des autres espéces du
clade. Ces deux points soulignent une discordance entre la phylogénie chloroplastique et la

taxonomie traditionnelle des Ficus.

Les deux études de cas présentées ici ont fourni des exemples d’utilisation de
marqueurs a taux d’évolution variés afin de retracer des relations phylogénétiques
d’ancienneté différentes. Dans ces deux cas, I’ADN cytoplasmique a été choisi : ADNmt a
évolution rapide dans le premier cas et ADNcp a évolution lente dans le second cas. Ces
molécules d’ADN étant physiquement disjointes de I’ADN nucléaire, on peut cependant se
demander dans quelle mesure 1’évolution des organites retracée a travers I’étude de leur

génome est représentative de 1’évolution des organismes hébergeant ces organites.
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Chapitre 111

HISTOIRE DES ESPECES VERSUS HISTOIRE DES GENOMES

CYTOPLASMIQUES



Du fait de I’absence de recombinaison au sein des génomes cytoplasmiques, les différents
fragments qui les composent sont tous liés, ce qui conduit certains auteurs a considérer
chacun de ces génomes comme un « super-géne » (Mallet 2005). Retracer 1’histoire des étres
vivants a partir de marqueurs cytoplasmiques revient donc a retracer I’histoire de la
mitochondrie, ceci quelque soit le nombre de marqueurs utilisés. Or I’histoire des geénes ne
suit pas toujours I’histoire des espéces (Pamilo & Nei 1988; Doyle 1992; Hudson 1992;
Moore 1995; Brower et al. 1996, Maddison 1997; Page & Charleston 1997; Nichols 2001;
Sota & Vogler 2001; Degnan & Rosenberg 2006). Des mécanismes évolutifs comme le tri
incomplet du polymorphisme ancestral ou I’hybridation introgressive (développés au Chapitre
IV) peuvent en effet rendre I’histoire d’un géne non représentative de 1’histoire des especes.
Par la suite, on emploiera le terme de « discordance » pour définir une incohérence entre
I’information fournie par un geéne (ou un ensemble de genes issus d’un méme génome
cytoplasmique) sur I’histoire des espéces et la véritable histoire des espéces. Ce chapitre

présente les méthodes utilisées pour détecter et tester la significativité d’une discordance.

I11.A. Détection d’une discordance cyto-morphologique : le cas des Podarcis

ibériques

La détection d’une discordance est basée sur la comparaison de I’information relative a
I’histoire évolutive des especes, apportée par différents marqueurs neutres et indépendants
(Doyle 1992). Les caractéres morphologiques ont été les premiers a étre utilisés pour

reconstruire I’histoire des espéces (Stevens 1984). Exploitée dans un contexte
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biogéographique, la variation observée au niveau de ces caracteres offre un référentiel contre

lequel la variation d’un marqueur cytoplasmique peut étre confrontée.
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Figure 5. Carte de répartition des morphotypes et des intermédiaires morphologiques de Podarcis hispanicus lato
sensu dans la Péninsule Ibérique et le sud-est de la France (carte originale extraite de Geniez 2001). Sur cette

carte, les morphotypes sont traités comme sous-especes.
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Dans le cas des l1ézards Podarcis du sud-est de la Péninsule Ibérique, nous avons
étudié la distribution des trois morphotypes traditionnellement reconnus par la taxonomie
traditionnelle : liolepis, virescens (appelé «type 2» par la suite), et hispanica (appelé
hispanicus par la suite) (Guillaume 1987; Geniez 2001; Harris & Sa Sousa 2001; Harris et al.

2002), dont la distribution est représentée sur la figure 5.

La distribution de ces morphotypes parait non chevauchante et aucune localité n’est
connue pour en accueillir plus d’un seul a la fois. Toutefois, de nombreuses formes
intermédiaires semblent étre présentes dans les zones de contact, notamment entre les
morphotypes liolepis et hispanicus, dans la région située autour de la ville de Valence
(losanges rouges sur la figure 5). La présence de trois morphotypes seulement dans le sud-est
de la Péninsule Ibérique semble en contradiction avec la découverte de quatre lignées
mitochondriales profondément divergentes dans cette méme région (Harris et al. 2002; Pinho
et al. 2006). De plus, la localisation des individus de forme intermédiaire entre liolepis et
hispanicus semble correspondre a la distribution de la lignée mitochondriale Valencia. Afin
de déterminer s’il existe une réelle discordance entre la distribution des morphotypes et la
distribution des lignées mitochondriales anciennes, il convient donc d’établir une carte plus
précise des morphotypes et d’étudier la nature de la variation morphologique observée au
niveau de cette zone de contact. Dans un premier temps, et a 1’aide d’une analyse
discriminante utilisant la variation observée sur 24 caractéres morphologiques, nous avons
redéfini la limite exacte des morphotypes en postulant que seulement trois d’entre eux étaient
présents dans la zone étudiée (cf. Article 1 pour les détails méthodologiques). Le résultat est

illustré en figure 6.

Conformément aux observations de terrain, la distribution des morphotypes n’apparait
pas chevauchante. En comparant les figures 3 et 6, il est possible de montrer que la
distribution du morphotype « type 2 » correspond parfaitement a la distribution de la lignée
mitochondriale Type 2. Le morphotype hispanicus correspond a la distribution de la lignée
mitochondriale Hispanicus a 1’exception de la population de le Sierra Maria de Nieva qui
présente un morphotype hispanicus mais possede un haplotype Valencia. Le morphotype
liolepis comprend deux lignées mitochondriales profondes (et non monophylétiques) :
Liolepis dans la partie nord de sa distribution et Valencia dans sa partie sud. En résumé, il
existe trois lignées mitochondriales (Liolepis, Hispanicus et Type 2), chacune présente au sein

d’un seul morphotype (liolepis, hispanicus et «type 2 », respectivement) tandis qu’une
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quatrieme lignée mitochondriale (Valencia) est retrouvée dans deux morphotypes (hispanicus
et liolepis). La présence de cette quatriéme lignée semble donc discordante par rapport a la

distribution des morphotypes.

FRANCE /I
4

N

Figure 6. Distribution géographique des trois morphotypes de P. hispanicus sensu lato présents dans le sud-est et
I’est de la Péninsule Ibérique d’aprés I’analyse discriminante effectuée avec 24 variables morphologiques.

Triangles blancs = type 2 ; ronds noirs = hispanicus ; croix noires = liolepis.

Pour confirmer la discordance cyto-morphologique, il est néanmoins nécessaire
d’étudier si la variation morphologique observée dans la région de Valence (1a ou est localisée
la lignée mitochondriale Valencia) ne correspond pas a un quatriéme morphotype. Nous
avons alors analysé la variation de la morphologie des hispanicus et des liolepis le long d’un
transect a 1’aide d’une analyse en composantes principales (ACP) qui, contrairement a
I’analyse discriminante, ne nécessite pas de connaissance a priori sur le nombre de
morphotypes. Le transect s’étire sur une distance d’environ 1000 km, du sud de I’Espagne au
sud de la France, en longeant la cote méditerranéenne (voir Article 1 pour des détails
méthodologiques et pour les résultats des tests statistiques). Le résultat, illustré en figure 7,

montre qu’il existe une rupture (mise en évidence par PC1) dans la variation morphologique
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qui correspond a la zone de transition entre les lignées mitochondriales Valencia et
Hispanicus. Cette limite marque donc la zone de contact entre les morphotypes liolepis et
hispanicus. Au niveau de la transition entre Valencia et Liolepis, il existe une variation
graduelle de la morphologie sans rupture de pente. Plus précisément, il n’existe pas de
différenciation morphologique significative entre les populations localisées de part et d’autre
de la limite de répartition de ces deux lignées mitochondriales. Les individus classés comme
liolepis par 1’analyse discriminante ne semblent donc, en effet, renfermer qu’un seul et unique
morphotype. Les individus /iolepis localisés au niveau de la zone de contact avec hispanicus
semblent présenter un phénotype différent des autres liolepis, intermédiaires entre ces derniers

et les hispanicus.
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Figure 7. Distribution des scores moyens de la premiere (PCl) et deuxieéme (PC2) composante principale
calculés a partir de 24 variables morphologiques le long d’un transect parcourant la distribution des morphotypes
liolepis et hispanicus. PC1 et PC2 ont ét¢ moyennées pour chaque intervalle de 50 km. Les barres verticales
représentent I’intervalle de confiance a 95 %. Les symboles renseignent sur la lignée mitochondriale présente

dans I’intervalle considéré.

Cette variation morphologique ne correspond pas a un changement de distribution de lignée
mitochondriale mais correspondrait davantage a des traces d’introgressions morphologiques
par hispanicus couplées a de 1’adaptation locale dans une zone de transition climatique (Pérez

Cueva 1994; et voir Article 1 pour plus de détails). Par ailleurs, la population de la Sierra
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Maria de Nieva dont les individus (n=6) possédent un haplotype Valencia n’est
morphologiquement pas différente des populations hispanicus situées aux alentours. En
conclusion, il n’existe bien que trois morphotypes de Podarcis hispanicus sensu lato dans le
sud-est de la Péninsule Ibérique. La présence de la lignée mitochondriale Valencia est
responsable de deux discordances entre la morphologie et ’ADNmt : une impliquant les
individus de la Sierra Maria de Nieva et I’autre impliquant les individus localisés autour de la

région de Valence.

111.B. Détection d’une discordance cyto-nucléaire : le cas des Podarcis ibériques

Si les caractéres morphologiques peuvent offrir un premier référentiel pour explorer une
discordance entre 1’histoire d’un génome cytoplasmique et I’histoire des especes, les fréquents
¢écarts aux conditions de neutralité et d’indépendance observés avec ce type de marqueur
imposent la plus grande prudence quant a leur utilisation. Ces écarts impliquent par exemple
la pléiotropie ou encore la participation de nombreux caractéres dans la constitution de
syndromes adaptatifs (Price 1997). En outre, les variations phénotypiques sont davantage
susceptibles de refléter des adaptations locales ou de la plasticité phénotypique que I’histoire
évolutive des populations (Westeberhard 1989; Avise 1994; Parra-Olea & Wake 2001). Pour
ces raisons, il est recommandé d’utiliser une série de marqueurs moléculaires neutres et
indépendants pour mettre en évidence une discordance entre I’histoire d’un génome
cytoplasmique et I’histoire d’une espéce. La variation observée aux all¢les microsatellites, si
elle ne permet pas de retracer 1’histoire des espéces ou des populations, est toutefois le produit
de leur évolution et en offre un reflet indirect. En outre, il est devenu routinier de tester
I’indépendance et la neutralit¢ des différents loci microsatellites utilisés. Enfin, leur
importante variabilité permet d’étudier la variation génétique entre populations ou entre
especes ayant récemment divergé (Avise 2000). Les marqueurs microsatellites fournissent
ainsi un référentiel neutre idéal pour étudier la distribution des populations ou des especes a

laquelle la distribution de la variation cytoplasmique peut étre confrontée.

46



Latitude

-3 -2 -1 0 1 2
Longitude
o -
QO
T
= 4
® ©
—
S -
o
o %
I T T T T T 1 r T T T T T
-4 -3 -2 -1 0 1 2 2 3 4 5 6 7 8
Longitude K

Figure 8. Délimitation des unités génétiquement différenciées a 8 marqueurs microsatellites et un intron
nucléaires chez les Lézards ibériques du sud-est et de I’est de la Péninsule Ibérique d’aprés le logiciel Geneland.
Les graphiques A a C représentent ’assignation de chaque pixel a une des trois unités génétiques identifiées :
(A) hispanicus; (B) liolepis; (C) “type 2”. Les plus hautes probabilités d’appartenance a une unité génétique sont
représentées par les teintes les plus claires. Les symboles indiquent la position de chaque localité échantillonnée
et renseignent sur I’identité de la lignée mitochondriale présente a cette méme localité (mé€me légende qu’en
Figure 7). Les lignes en tirets longs délimitent la distribution des trois morphotypes présents dans la zone. Les
échelles correspondent aux coordonnées géo-référencées en degrés décimaux (systéme de projection WGS84).

D. Distribution de la densité postérieure du nombre d’unités génétiques le long de la chaine MCMC.

Nous avons étudié la distribution de la variabilité génétique neutre a 1’aide de huit
marqueurs microsatellites et d’un intron nucléaire chez les Podarcis du sud-est et de 1’est de
la Péninsule Ibérique afin de la comparer a la distribution de la variabilité mitochondriale.
Nous avons utilis¢é Geneland (Guillot et al. 2005), un logiciel de délimitation d’unités

génétiques, spatialement explicite et basée sur 1’analyse Bayésienne, afin d’identifier le
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nombre d’unités génétiques nucléaires différenciées et pour en localiser les contours

géographiques.

Le nombre d’unités génétiques nucléaires neutres présentant la densité postérieure la
plus élevée est de trois, conformément au nombre d’unités morphologiques. L’attribution de
chaque localité a une de ces trois unités génétiques révele une structuration géographique de
la variabilit¢ génétique nucléaire neutre identique a celle de la variabilit¢ morphologique, a
une localité pres (voir I’Article 1 pour une discussion sur cette exception). Plus précisément,
la localité située dans la Sierra Maria de Nieva (possédant la lignée mitochondriale Valencia)
a été attribuée, avec une probabilité postérieure de 100%, a une unité génétique qui regroupe
par ailleurs toutes les localités comprenant un morphotype hispanicus et une lignée
mitochondriale Hispanicus. L’absence de différentiation génétique nucléaire neutre entre la
population de la Sierra Maria de Nieva et les populations voisines a été confirmée par les
valeurs de F, telles que calculées selon Weir & Cockerham (1984 ; résultats présentés dans
I’Article 1). De plus, le logiciel n’a jamais recouvré une unité génétique constituée

uniquement ou essentiellement des localités possédant la lignée mitochondriale Valencia.

En conclusion, les marqueurs nucléaires et la morphologie convergent pour soutenir
I’existence de trois unités évolutives chez les 1ézards ibériques du sud-est de 1’Espagne. Nous
appellerons ces trois unités évolutives P. liolepis (ayant le morphotype liolepis et la lignée
mitochondriale Liolepis), P. hispanicus (morphotype hispanicus et la lignée mitochondriale
Hispanicus) et P. sp. « type 2 » (morphotype « type 2 » et la lignée mitochondriale Type 2).
La quatriéme lignée mitochondriale Valencia est « surnuméraire » dans cette région de

I’Espagne et est ainsi responsable de deux cas de discordance cyto-nucléaire.
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I11.C. Tester la significativité d’une discordance cyto-nucléaire en phylogénie

11.C.1. Méthodes générales

Les analyses phylogéographiques différent généralement des analyses phylogénétiques par la
prise en compte de la géographie dans la reconstruction de I’histoire des lignées. L’objet de la
phylogénie est la reconstruction des relations de parenté anciennes entre especes pour laquelle
les données biogéographiques actuelles sont généralement de faible utilité. La reconnaissance
d’une discordance entre I’histoire d’un géne et I’histoire des espéces se fait alors par la
comparaison de 1’arbre reconstruit a partir du géne avec 1’arbre reconstruit a partir de
caracteres morphologiques (e.g. Yoder ef al. 2001) et/ou d’autres geénes indépendants (e.g.
Baum et al. 1998; Barker & Lutzoni 2002; Buckley et al. 2002). Pour les mémes raisons que
celles développées précédemment, un ensemble de plusieurs génes nucléaires neutres est une
source plus fiable pour la reconstruction de I’histoire des espeéces qu’un ensemble de
caracteres morphologiques (Bortiri et al. 2006).

Le test ILD (“Incongruence Length Difference”, Farris et al. 1994, 1995) est la
méthode la plus utilisée en phylogénie pour tester si deux ou plusieurs jeux de données sont
combinables dans une seule et méme analyse de reconstruction (Bull ef al. 1993; Cunningham
1997b, 1997a). Par extension, ce test a été largement utilis¢ pour étudier les discordances
entre les histoires évolutives des génes comme celles causées par des transferts horizontaux
(Lecointre et al. 1998; Ballard 2000; Sota & Vogler 2001; Escobar-Paramo et al. 2004). Le
test est basé sur le fait que les jeux de données ayant subi des processus évolutifs différents
(=discordants) auront davantage d’homoplasie que des jeux de données ayant une méme
histoire évolutive. Par conséquent, I’arbre phylogénétique le plus parcimonieux combinant
des jeux de données discordants aura une longueur significativement supérieure a la somme
des longueurs d’arbres les plus parcimonieux reconstruits a partir de chaque jeu de données
séparément. La statistique D du test ILD représente la différence entre ces deux calculs de
longueur. En comparant D a une distribution générée en partitionnant aléatoirement le jeu de
données combiné, le test ILD fournit un degré de significativité estimant I’erreur de type I,
c’est-a-dire la probabilité de rejeter I’hypotheése nulle qui est que les différents jeux de
données ne sont pas discordants entre eux (Farris ef al. 1994).

Le test ILD souffre toutefois d’un exces de conservatisme, c’est-a-dire qu’il signale
fréquemment une discordance entre deux jeux de données la ou il n’y en a pas (Darlu &

Lecointre 2002). Ce taux ¢levé d’erreur de Type I est provoqué par une sensibilité du test a la
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différence de taux d’évolution, d’hétérogénéités de taux d’évolution entre sites et de bruit
phylogénétique (i.e. les caracteres informatifs ne concernant pas les accessions discordantes)
entre les différents jeux de données. Des cas d’erreurs de Type II ont également été rapportés
(Ramirez 2006). Toutefois, ces erreurs de Type II peuvent facilement étre limitées lorsque les
sites non-informatifs sont enlevés et le nombre de sites informatifs est suffisamment élevé par
rapport au niveau phylogénétique prospecté (Hipp ef al. 2004).

La statistique D est une mesure moyenne pour I’ensemble de 1’arbre. Toutefois, le test
ILD peut étre également utilisé pour identifier les especes ou accessions responsables de la
discordance entre les jeux de données (Baker ef al. 2001; Yoder et al. 2001; Hipp et al. 2004).
Par exemple, une augmentation importante du degré de significativité calculé aprés avoir
enlevé une ou plusieurs accessions indique I’implication de cette ou ces accessions dans la
discordance, méme si le test souffre dans 1’ensemble d’un excés de conservatisme. Cette
stratégie n’est cependant applicable qu’a des jeux de données de taille limitée ou lorsqu’il y a
une suspicion a priori sur 1’identité de la source de conflit. En 1’absence de suspicion, le
nombre de clades a extraire un a un augmente exponenticllement avec le nombre
d’accessions, ce qui rend la procédure fastidieuse (Ramirez 2006).

Une fois qu’une discordance a été suspectée suite a ’emploi d’un test ILD, d’autres
tests peuvent tre utilisés pour valider ce résultat. Les tests évaluant I’aptitude d’une topologie
alternative a expliquer les données relativement a une topologie originale peuvent étre
employés a cet effet. La topologie alternative est généralement construite en enlevant toutes
les accessions ayant une position supposée discordante sauf une, et en refaisant une analyse
phylogénétique en contraignant 1’accession discordante restante a avoir un branchement non
discordant.

Le test de Wilcoxon est le plus utilisé dans le contexte de la détection de discordances
(Templeton 1983). Son principe est de comparer pour chaque caractére le nombre de
changements dans la topologie la plus parcimonieuse au nombre de changements dans la
topologie alternative. La différence entre le nombre de changements est calculée et ces
différences sont classées pour chaque caractere selon leur magnitude et indépendamment de la
direction des changements. Le signe positif ou négatif de la différence est alors appliqué, et
les rangs positifs et négatifs sont additionnés séparément. Si la somme des rangs nécessitant
plus de changements sur la topologie alternative est significativement plus grande que la
somme des rangs nécessitant moins de changements, alors les données sont significativement

discordantes avec la topologie alternative.
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Le test de Kishino-Hasegawa (KH ; Kishino & Hasegawa 1989) estime 1’erreur
standard et I’intervalle de confiance de la différence de log-vraisemblance entre deux
topologies distinctes représentant deux hypothéses alternatives pour expliquer un méme jeu
de données. A 1’origine, Kishino et Hasegawa ont développé ce test pour des arbres spécifiés
a priori, ¢’est-a-dire des hypotheses phylogénétiques développées indépendamment du jeu de
données disponible. En effet, le test repose sur le fait qu’en obtenant de nombreuses versions
du jeu de données (par bootstraping non-paramétrique), on attend en moyenne que la
vraisemblance des deux topologies a tester soit égale, c’est-a-dire que I’espérance de leur
différence soit égale a zéro, ce qui correspond a I’hypothése nulle. Toutefois, lorsque la
sé¢lection d’au moins une des deux topologies est dépendante des données, comme c’est le cas
lorsque que 1’on veut tester une topologie discordante a la topologie ayant le maximum de
vraisemblance, I’espérance de la différence devient supérieure a zéro. L’hypothése nulle du
test n’est alors plus valide (Goldman et al. 2000). Pour cette raison, le test KH ne devrait pas
étre utilisé pour tester la significativité d’une discordance.

Shimodaira & Hasegawa (1999) furent les premiers a noter les limites d’application du
test KH et développérent un test non-paramétrique corrigé, le test SH. Ce test compare
simultanément toutes les topologies d’un jeu de topologies donné contenant la topologie ayant
le maximum de vraisemblance. L hypothése nulle testée stipule, dans ce cas, que tous les
arbres du jeu de topologies sont également bons dans leur explication des données. L’effet du
test est de recentrer 1’espérance de sorte a diminuer la significativité associée a la différence
de vraisemblance calculée entre la topologie alternative et la topologie ayant la vraisemblance
maximale. Le contrdle de I’erreur de Type 1 avec le test SH est excellent (Shimodaira 2002)
ce qui signifie que le test ne validera pas une discordance quand elle n’existe pas. Strimmer &
Rambaut (2002) notent cependant que le test SH est également biaisé de sorte que le nombre
d’arbres inclus dans I’intervalle de confiance tend a augmenter lorsque le nombre de
topologies incluses dans le jeu de topologies a tester augmente. Ce biais confére un
comportement conservateur du test SH. Le test AU (« Approximately Unbiased ; Shimodaira
2002) est une version modifiée du test SH réduisant le taux d’erreurs de Type 2. Le test AU
est ainsi préférable lorsque de nombreux arbres doivent étre comparés simultanément.
Toutefois, le test de la significativit¢ d’une discordance n’implique que la comparaison de
deux arbres. Sachant que le test SH ne souffre pas d’un mauvais controle de I’erreur de Type
2 dans le cas précis de la comparaison de deux topologies, mais a I’inverse bénéficie d’un
meilleur contréle de 1’erreur de Type 1 que le test AU, le test SH devrait constituer le test de

choix pour ce type d’utilisation.
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Parce que les méthodes Bayésiennes inférent des arbres en quantité proportionnelle a
leur probabilité postérieure, les outils classiques de statistique fréquentielle comme le test SH
ne peuvent é&tre appliqués pour tester des topologies alternatives avec ce type de
reconstruction phylogénétique. Il est toutefois possible de tester la significativité d’une
topologie alternative en analyse Bayésienne (Buckley ef al. 2002; Brandley et al. 2005). La
méthode teste si une hypothése phylogénétique donnée est absente d’un jeu de topologies
renfermant les topologies dont la somme des probabilités postérieures correspond a 95% de la
probabilité postérieure cumulée. Si une hypothése phylogénétique n’est pas présente dans ce

jeu de topologies, alors elle peut étre rejetée.

HI1.C.2. Test de la significativité de deux discordances phylogénétiquement

emboitées : le cas des figuiers Galoglychia

Comme mentionné précédemment, le branchement polyphylétique des deux accessions de F.
trichopoda ainsi que des deux accessions de F. craterostoma est en désaccord avec la
reconnaissance des ces accessions comme appartenant a la méme espeéce. De méme, le
branchement de F. densistipulata, une espéce de la sous-section des Cyathistipulae a
I’intérieur d’un clade regroupant des espéces de la sous-section des Chlamydodorea est en
désaccord avec la taxonomie qui reconnait la monophylie des Cyathistipulae sur la base de
caractéres morphologiques (Berg & Wiebes 1992). Afin de savoir si ces branchements
discordants entre la phylogénie chloroplastique et la taxonomie traditionnelle indiquent la
nécessité d’une révision taxonomique, ou sont le fait d’une évolution originale de ’ADN
chloroplastique, nous avons reconstruit la phylogénie des individus inclus dans I’arbre

chloroplastique a partir de marqueurs nucléaires ITS et ETS (Fig. 9).

Les détails méthodologiques concernant le développement des marqueurs et la
reconstruction phylogénétique sont fournis dans I’Article 2. Conformément a une précédente
étude sur la phylogénie des Galoglychia se basant sur les marqueurs ITS et ETS (Ronsted et
al. 2007a), et contrairement a la phylogénie chloroplastique, les sous-sections recouvrent leur
monophylie. Plus précisément, les deux accessions de F. craterostoma et les deux accessions
de F. trichopoda ne présentent pas de branchement discordant avec leur appartenance
respective a une méme espéce et F. densistipulata est branché au sein d’un clade ne

regroupant que des especes appartenant a la sous-section Cyathistipulae.
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Figure 9. Arbre phylogénétique de la section Galoglychia incluant la section Americana, reconstruit a partir de
marqueurs ITS et ETS par inférence bayésienne. Les valeurs au-dessus et en dessous des branches indiquent
respectivement les valeurs de probabilité postérieure bayésienne et de bootstrap en maximum de vraisemblance.

Les rectangles noirs indiquent la position d’indels synapomorphiques.

En outre, I’arbre nucléaire propose un branchement des sous-sections entre elles
similaire a celui-ci proposé par Rensted et al. (2007a) et différent de celui proposé dans
I’arbre chloroplastique. En effet, dans la phylogénie nucléaire, les sous-sections
Cyathistipulae,  Crassicostae, Caulocarpae et Galoglychia forment un groupe

monophylétique distinct d’un autre clade incluant les sous-sections Chlamydodorae et
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Platyphyllae. Cette topologie différe de la topologie chloroplastique qui branche les sous-
sections Chlamydodorae, Platyphyllae Cyathistipulae et Crassicostae dans un groupe
monophylétique (le clade « CCCP »). En conclusion, les phylogénies nucléaires et
chloroplastiques apparaissent discordantes a deux niveaux : terminal avec la position
conflictuelle des F. craterostoma, F. trichopoda et F. densistipulata ; et basal avec le
branchement conflictuel des sous-sections Cyathistipulae et Crassicostae.

Ces discordances apparentes peuvent toutefois étre issues de processus stochastiques
liés a la reconstruction phylogénétique ou a I’échantillonnage, ou encore €tre causées par une
différence de résolution phylogénétique entre les arbres chloroplastiques et nucléaires. Ce
dernier point mérite une attention particuliere dans le cas du branchement conflictuel des
Cyathistipulae et Crassicostae dans la mesure ou les deux principaux clades basaux ne sont
pas, ou tres faiblement, soutenus par les valeurs de bootstraps. Il est donc nécessaire de tester
la significativité de ces diverses discordances. Nous avons utilis¢ le test de Wilcoxon pour
comparer la topologie la plus parcimonieuse a une topologie alternative et le test SH pour
comparer la topologie la plus vraisemblable & une topologie alternative (Tableau 1). Le fait
que la discordance impliquant F. densistipulata soit incluse dans la discordance basale
(discordances emboitées) complique la procédure. La méthode classique qui consiste a
produire une topologie alternative en enlevant les accessions supposées discordantes sauf une
et a refaire une analyse phylogénétique en forgant la discordance supposée qui reste a ne plus
en étre une, ne peut étre appliquée dans ce cas précis. En effet, le retrait de toutes les
accessions de Cyathistipulae entrainerait par la méme occasion le retrait de F. densistipulata.
Nous avons donc utilisé une autre méthode pour la construction de topologies alternatives,
que nous avons appliquée aux quatre discordances. Pour tester chaque discordance, une
topologie alternative a été reconstruite en utilisant la topologie originale et en ne déplagant
manuellement qu’une accession ou un clade de sorte a recréer un seul cas de discordance. Par
exemple, la discordance basale impliquant F. densistipulata a été testée en comparant la
longueur/vraisemblance de la topologie chloroplastique la plus parcimonieuse/vraisemblable a
la longueur/vraisemblance de la topologie chloroplastique modifiée manuellement de sorte
que F. densistipulata soit branché avec les Cyathistipulae en considérant le jeu de données
chloroplastique. Les tests furent répétés en comparant la longueur/vraisemblance de la
topologie nucléaire la plus parcimonieuse/vraisemblable a la longueur/vraisemblance de la
topologie nucléaire modifiée manuellement de sorte que F. densistipulata soit branché comme
dans la topologie chloroplastique, en considérant le jeu de données nucléaire. Pour qu’une

discordance soit significative il faut que les tests soient significatifs dans les deux sens.
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Tableau 1. Résultats des tests évaluant les discordances entre les phylogénies chloroplastiques et nucléaires chez
les figuiers Galoglychia. Les degrés de significativité d’une ligne donnée correspondent au test comparant la
longueur (test de Wilcoxon) ou la vraisemblance (test SH) de la topologie précisée sur la ligne avec la
longueur/vraisemblance de I’arbre le plus parcimonieux/vraisemblable de topologie inscrite en caractéres gras
juste au dessus. Dans les description des topologies, « , » indique que le branchement des sous-sections est laissé

non-résolu et « + » que le branchement entre et au sein des sous-sections est laissé non-résolu.

Test de Wilcoxon Test SH

Topologie Degré de Degré de

longueur significativité Lol significativité

Jeu de données chloroplastiques
Chloroplastique 143 5956.50
Nucléaire 195 <0.001 6241.39 <0.001
Chloroplastique - F. trichopoda monophyletique 147 0.045 5981.30 0.021
Chloroplastique - F. craterostoma monophyletique 152 0.003 5999.10 0.001
Chloroplastique - F. densistipulata dans Cyathistipulae 144 0.564 5961.60 0.280
(Americana,(Galoglychia,Caulocarpae,(Cyathistipulae 296 6061.80
+Crassicostae+Chlamydodorae+Platyphyllae)) '
(Americana,(Galoglychia+Caulocarpae+Cyathistipulae
+Crassicostae),(Chlamydodorae+Platyphyllae)) 276 0.016 6340.26 0.005
Jeu de données nucléaires

Nucléaire 539 5170.68
Chloroplastique 741 <0.001 6091.60 <0.001
nucléaire - F. trichopoda 2 avec Chlamydodorae 560 <0.001 5259.70 0.000
nucléaire - F. craterostoma 2 avec
Cyathistipulae et Crassicostae 360 <0.001 5211.23 0.001
nucléaire — F. densistipulata dans Chlamydodorae 559 <0.001 5256.40 <0.001
(Americana,(Galoglychia+Caulocarpae+Cyathistipulae 818 5407 92
+Crassicostae),(Chlamydodorae+Platyphyllae)) '
(Americana,(Galoglychia, Caulocarpae,(Cyathistipulae 962 0001 5890.20 0.002

+Crassicostaet+Chlamydodorae+Platyphyllae))

La discordance basale impliquant la position des sous-sections Cyathistipulae et
Crassicostae ainsi que deux des trois discordances terminales se sont révélées significatives
selon les tests de Wilcoxon et les tests SH. En revanche, toujours d’aprés ces deux tests, la
discordance impliquant F. densistipulata n’est pas significative lorsque les tests ont été
conduits a partir des données chloroplastiques et en utilisant la topologie chloroplastique
originale. Concrétement, ceci signifie que le jeu de données chloroplastiques ne rejette pas

I’hypothése que F. densistipulata puisse étre branché au sein des Cyathistipulae. En
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conclusion, il existe au moins trois cas de discordances cyto-nucléaires dans la phylogénie des
figuiers Galoglychia impliquant un cas de discordance basale et deux cas de discordances

terminales.
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Chapitre IV

LES CAUSES DE DISCORDANCES CYTO-NUCLEAIRES
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Lorsqu’une discordance cyto-nucléaire est détectée puis sa significativité testée,
I’identification de sa cause est une étape nécessaire a la poursuite d’une étude phylogénétique
ou phylogéographique. En effet, certaines causes pourront étre contrées en modifiant les
méthodes d’analyse, contrairement a d’autres. Par ailleurs, certaines causes de discordance
cyto-nucléaire pourront aider a mieux comprendre 1’histoire des populations ou des espéces
étudiées (voir Chapitre V). Les discordances cyto-nucléaires peuvent avoir des causes trés
variées et sont ici classées en deux catégories, selon qu’elles sont artéfactuelles et causées par
I’analyste, ou causées par un phénomene biologique. On notera par ailleurs que les causes de
discordances cyto-nucléaires sont similaires aux causes générant une discordance entre les
histoires de deux genes telles qu’inférées par les méthodes de reconstruction phylogénétique
ou phylogéographique, et encore plus généralement aux causes de discordance entre 1’histoire

inférée d’un geéne et I’histoire de 1’espéce ou de la lignée chez qui ce geéne a été étudié.

IVV.A. Discordances artéfactuelles

1IV.A.1. Erreurs humaines et effet d’échantillonnage

Une source évidente de discordance entre phylogénies cytoplasmiques et nucléaires est
I’erreur humaine, qui englobe de multiples sources d’erreurs allant de I’erreur d’identification
ou d’étiquetage, a la concaténation de séquences issues d’accessions différentes pour les
alignements multi-marqueurs. Ces erreurs peuvent survenir a n’importe quelle étape de
I’¢tude et dans n’importe quel échantillon et c’est précisément la nature stochastique de ce
type d’erreur qui peut permettre leur identification. Ainsi lorsque qu’une discordance porte

sur le positionnement d’un clade (c’est-a-dire plus de deux espeéces monophylétiques), la
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probabilité que des erreurs humaines puissent avoir affecté I’ensemble des especes du clade
par malchance est trés faible. Par exemple, dans le cas des figuiers de la section Galoglychia,
le fait que toutes les accessions de la sous-section Cyathistipulae soient impliquées dans une
position discordante rend peu probable le fait que I’erreur humaine puisse étre a I’origine de
cette discordance. Par extension, lorsque la discordance porte sur le branchement d’une
unique accession, la probabilité que le branchement discordant suive une prédiction ou une
logique biologique est inférieure a la probabilité que le branchement se fasse a n’importe quel
endroit dans D’arbre phylogénétique. Ainsi, toujours en suivant I’exemple des figuiers
Galoglychia, au moins deux accessions (F. trichopoda et F. craterostoma) ont un
branchement discordant entre les topologies chloroplastiques et nucléaires. Comme nous le
verrons au Chapitre V, le fait que ces deux événements de discordance affectent le méme
clade (le clade CCCP) suggére une explication biologique qui soutient en retour 1’idée que ces
discordances ne soient pas le fait d’une erreur de la part de I’analyste.

Une deuxiéme source pouvant conduire a des topologies erronées est un
¢échantillonnage insuffisant (Wendel & Doyle 1998). Van der Niet et Linder (2008) proposent
une méthode pour tester si un échantillonnage limité peut étre la cause des discordances
observées : dans ce cas une réduction de I’échantillon ayant servi a construire les phylogénies
devrait augmenter le nombre d’événements de discordance. Le test repose sur une procédure
de Jack-knife durant laquelle 20%, 40%, 60% puis 80% des accessions sont successivement
retirées du jeu de données. Pour chaque niveau de Jack-knife, 10 matrices cytoplasmiques et
10 matrices nucléaires sont générées et pour chaque matrice, 100 réplications de bootstraps
sont effectuées. Le nombre de cas de discordances entre les matrices cytoplasmiques et
nucléaires est compté et moyenné pour chaque niveau de Jack-knife sur la base d’une valeur
critique de bootstraps (par exemple 90%). Le nombre moyen de discordances est finalement
divisé par le nombre total d’accessions incluses dans le niveau de Jack-knife (Fig. 10). Si un
échantillonnage insuffisant est susceptible d’étre une source de discordance, alors une
corrélation négative entre le nombre de discordances et le nombre d’accessions sera étre

observée.
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Figure 10. Relation entre le nombre de taxons échantillonnés et le nombre de cas de discordances cyto-nucléaires

dans I’étude de Niet et van Linder (van der Niet & Linder 2008).

Ces auteurs ont appliqué leur méthode a un jeu de données sur la phylogénie d’un
groupe d’orchidées. Leur nombre de discordances soutenues par plus de 90% des valeurs de
bootstrap était corrélé positivement au nombre de taxons échantillonnés, rejetant ainsi
I’hypothése qu’un échantillonnage insuffisant puisse étre la cause des discordances cyto-
nucléaires observées. Leur résultat pourrait s’expliquer par le fait que plus le nombre
d’accessions enlevées est €levé, plus les chances de supprimer les accessions discordantes
augmentent.

Cette méthode parait séduisante lorsqu’a la fois le nombre d’accessions et le nombre
de discordances révélées par les analyses sont relativement élevés. Dans 1’exemple des
figuiers Galoglychia, seulement trois cas de discordances ont été objectivés. Par ailleurs, la
faible résolution de nombreux nceuds terminaux contraint également 1’application de cette
procédure de Jack-knife. Toutefois, dans cet exemple, le fait que la topologie nucléaire soit
similaire a celle publiée précédemment, ceci bien que 35% des accessions soient différentes,
souligne qu’a la fois la nature de I’échantillonnage et le nombre d’échantillons, ont peu de

chance de rendre artéfactuel 1’arbre obtenu, du moins le nucléaire.
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1IV.A.2. L artefact d’attraction des longues branches

L’artéfact d’attraction des longues branches (ALB) est un artéfact des méthodes de
reconstruction phylogénétique qui provoque le regroupement des accessions qui évoluent le
plus rapidement sans que ce regroupement ne refléte leur vraie relation de parenté
(Felsenstein 1978). Différentes méthodes ont été proposées pour détecter une ALB, plus ou
moins informatives et plus ou moins applicables selon la nature du jeu de données (Bergsten

2005), dont les principales sont ici bri¢vement présentées.

IV.A.2.a. L’extraction des longues branches

Cette méthode repose sur le principe basique que, pour qu'une longue branche soit attirée, il
faut qu’il y ait une seconde longue branche dans la phylogénie. Ainsi, si deux branches
longues sont groupées ensemble dans une topologie, il est possible de faire deux analyses
supplémentaires, chacune en enlevant une des deux longues branches et en laissant 1’autre en
place, afin d’observer le nouveau branchement de chacune des deux longues branches. Si une
ALB n’affecte pas la topologie originale, dans ce cas les branches auront des places
inchangées dans les nouvelles analyses. Si une ALB est a I’origine d’un groupement artificiel
des deux longues branches, cette méthode renseigne sur la position réelle (c’est-a-dire sans
I’artéfact) des longues branches. La méthode fut proposée pour la premicre fois par Siddall &
Whiting (1999) puis appliquée a diverses études (Pol & Siddall 2001; Bergsten & Miller
2004; Hampl et al. 2004). Facile a mettre en ceuvre, elle permet de fournir les premiers
arguments a charge ou a décharge d’'une ALB et est conseillée deés que cet artéfact est
suspecté. On notera toutefois sa plus grande limite, qui est qu’une topologie optimale ne peut

étre trouvée que lorsqu’un jeu de données est complet.

IV.A.2.b. L’attraction artificielle des longues branches par le groupe

externe

Wheeler (1990) nota qu’un groupe externe particulierement éloigné pouvait se comporter

comme une séquence aléatoire et pouvait ainsi avoir la faculté d’attirer artificiellement la
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branche la plus longue du groupe interne. Une mani¢re de tester ce phénomene consiste a
générer artificiellement 100 séquences aléatoires ayant la méme longueur que la séquence du
groupe externe, puis a échanger la ou les séquences du groupe externe par les séquences
aléatoires, une a une, et enfin a relancer une analyse phylogénétique pour chacun des
remplacements. Si I’arbre est enraciné de la méme manic¢re que dans la topologie originale
dans plus de 5% des analyses, on peut alors suspecter que le groupe externe agit comme un
attracteur de longues branches. Bien entendu, le point faible de ce test, qui n’est pas
négligeable, est qu’il ne permet pas de dissocier une ALB d’un cas ou la branche la plus
longue du groupe interne constituerait réellement la racine de ce groupe. Ceci est d’autant
plus problématique que sous I’hypothése de I’horloge moléculaire, toutes les topologies
asymeétriques devraient avoir les branches basales les plus longues (Heard 1992; Rogers 1993;
Colless 1995). Finalement, méme si le test présenté ci-dessus est peu convaincant sur le plan
théorique, toutes les racines déterminées par un groupe externe distant ou aléatoire devraient
étre considérées comme suspectes. Une analyse complémentaire au test est la conduite d’une
analyse phylogénétique excluant tout groupe externe, ce qui permet de maniere trés simple
d’observer I’influence de ce groupe sur les branchements au sein du groupe interne (Holland

et al. 2003).

IV.A.2.c. La simulation paramétrique

Proposée pour la premicere fois par Huelsenbeck ez al. (1996), cette méthode a été appliquée a
de tres nombreuses études afin d’étudier le role potentiel d’une ALB (par exemple Maddison
& Maddison 2004; Wilcox ef al. 2004; van der Niet & Linder 2008). Le principe du test est le
suivant : (i) estimer les paramétres du modéle d’évolution des séquences du jeu de données,
en se basant sur un arbre dans lequel les longues branches ne sont pas des branches sceurs, (ii)
produire par simulation un grand nombre (e.g. 100) de jeux de données a partir de 1’arbre et
du modele d’évolution ci-dessus et (iii) analyser les jeux de données un a un avec la méme
méthode que celle utilisée dans I’analyse originale. Si les longues branches se branchent
ensemble dans un nombre important d’analyses, cela signifie que les branches en question
sont suffisamment longues pour s’attirer mutuellement de maniére artificielle. Ce test, de
méme que le précédent, ne permet toutefois pas d’exclure la possibilité que deux longues

branches soient réellement des branches sceurs. Cette méthode reste cependant trés
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intéressante et un module du logiciel Mesquite (Maddison & Maddison 2004) en a automatisé

la procédure.

IV.A.2.d. La discordance méthodologique

Cette derniere maniere de suspecter une ALB repose sur le fait que toutes les méthodes de
reconstruction phylogénétique ne sont pas également sensibles au probleme de I’ALB. Ainsi,
les méthodes de reconstructions basées sur la parcimonie sont plus sensibles a I’ALB que les
méthodes prenant en compte des taux d’évolutions ou des longueurs de branches inégaux (Pol
& Siddall 2001; Swofford et al. 2001). Concrétement, une phylogénie reconstruite par
méthode de Maximum de vraisemblance ou par Inférence Bayésienne aura moins de chance
de subir une ALB. Ainsi, la comparaison de topologies obtenues par différentes méthodes de
reconstruction phylogénétique peut permettre la détection d’une ALB.

Cependant, des analyses par méthode de distance ou par maximum de vraisemblance
peuvent également étre sujettes a I’ALB, en particulier lorsqu’une hypothése faite sur un
modele d’évolution est violée (Chang 1996; Gaut et al. 1996; Lockhart et al. 1996). La
recherche d’une discordance méthodologique n’est donc pas une méthode infaillible pour

I’identification d’une ALB.

IV.B. Discordances biologiques

1V.B.1. Paralogie

La duplication d’un géne conduit a la présence d’un gene orthologue (le gene d’origine) et
d’une ou plusieurs copies paralogues. Pouvant étre physiquement disjointes, les copies
paralogues et orthologues peuvent subir des pressions évolutives différentes (Doyle 1992).
Par ailleurs, des mutations peuvent survenir dans les copies orthologues et conduire a leur
extinction ou a I’impossibilité de les amplifier par PCR. Au final, si des séquences paralogues
sont incluses sans le savoir dans une reconstruction phylogénétique, I’arbre obtenu mélangera
des informations sur I’histoire des organismes hébergeant le géne et sur les I’histoire des

évenements de duplication (Wendel & Doyle 1998).
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Le probleme li¢ a [D’amplification de copies paralogues en reconstruction
phylogénétique peut étre particulierement important avec certains marqueurs. Par exemple, la
région de I’'ITS de I’ARN ribosomal, trés largement employée chez les plantes, est connue
pour étre présente sous de multiples copies dans de nombreuses lignées (Hartmann et al.
2001; Ko & Jung 2002). Buckler et al. (1997) ont ainsi démontré la présence de copies
paralogues d’ARN ribosomal chez Gossypium, Nicotiana, Tripsacum, Zea et dans la famille
des Winteraceae. C’est ainsi que certains auteurs soutiennent que 1’évolution imprévisible de
I’ITS est suffisamment contraignante pour que ce marqueur ne soit pas un bon outil en
reconstruction phylogénétique (Alvarez & Wendel 2003).

Comme précis¢é au Chapitre I, la duplication de geénes cytoplasmiques est un
phénoméne exceptionnel. Le probléme associ¢ a I’amplification de séquences paralogues
devra alors se poser pour les jeux de données issus de marqueurs nucléaires. Il est notable
que, bien souvent, un raisonnement logique basé¢ sur la comparaison de la phylogénie
nucléaire avec la morphologie ou la distribution géographique, rend évident le fait que la
phylogénie nucléaire n’est pas responsable de la discordance. Ceci permet de rejeter d’emblée
I’hypothéese de la paralogie.

Par exemple, des arguments taxonomiques et biogéographiques forts soutiennent
I’idée que c’est la phylogénie chloroplastique et non nucléaire qui est source de conflit dans le
cas des figuiers Galoglychia, malgré un faible soutient statistique des nceuds nucléaires.
Premiérement, la monophylie des sous-sections au sein de la section Galoglychia suit
parfaitement la taxonomie classique (Mildbraed & Burret 1911; Berg & Wiebes 1992).
Deuxieémement, les deux principaux clades a I’intérieur de la section Galoglychia sont
concentrés sur des régions floristiques distinctes du continent Africain (Rensted ef al. 2007a).
Le premier clade, incluant les sous-sections Platyphyllae et Chlamydodorae se concentre
essentiellement sur I’ Afrique de I’est et s’étend sur Madagascar et les iles voisines (Comores,
Mascareignes, Aldabra et Seychelles). De nombreuses especes du clade (surtout des
Platyphyllae) se trouvent en savane et sont adaptées a un climat sec. Les espeéces de ce clade
spécifique a la forét humide sont peu nombreuses (ex.: F. calyptrata et F. recurvata) et
quelques autres peuvent vivre a la fois en forét humide et en forét séche (F. natalensis, F.
craterostoma et F. thonningii; Berg & Wiebes 1992). Le second clade, incluant les sous-
sections Caulocarpae, Galoglychia, Cyathistipulae et Crassicostae, est essentiellement centré
sur I’Afrique de 1’ouest et I’Afrique centrale. Par ailleurs, une majorité d’espéces est liée au

milieu forestier humide. A la vue de ces deux types d’arguments (biogéographiques et
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taxonomiques) il est trés improbable que la phylogénie nucléaire ne refléte pas I’histoire
évolutive des espéces de figuiers Galoglychia.

Par ailleurs, nous avons compté le nombre d’événements de duplication et d’extinction
nécessaires pour expliquer le patron de discordance cyto-nucléaire, a ’aide du logiciel
GeneTree 1.3.0 (Page & Charleston 1997; Page 1998). Le résultat obtenu montre que si on
considere que les fragments ITS et ETS constituent une seule unité évolutive et si on exclut
tout événement d’introgression, alors un événement de duplication a la base de la section
Galoglychia suivi de trois événements d’extinction, chacun a la base d’une paire de sous-
sections, sont nécessaires pour retrouver un branchement des sous-sections tel qu’observé

dans la phylogénie chloroplastique (Fig. 11).

Outgroup Figure 11. La discordance cyto-nucléaire chez les Galoglychia
[ Galoglychia 1 expliquée par la duplication et 1’extinction d’ITS et ETS. Le
Caulocarpae 1 scénario nécessite un événement basal de duplication (D) suivi
E&‘ _____ """" Platyphyllae 1 d’un événement d’extinction de I’alléle E1 et de deux
o Chlamydodorae 1 événements d’extinctions de I’alléle E2.
D Cyathistipulae 1
4

"~ Crassicostae 1
- Galoglychia 2

E% LERERIE Caulocarpae 2

_|: Platyphyllae 2

Chlamydodorae 2

grasias Cyathistipulae 2
L

Borenees Crassicostae 2

Le nombre d’événements de duplication et d’extinction nécessaires a la réconciliation
des topologies nucléaires et cytoplasmiques n’est pas déraisonnable. Toutefois, la monophylie
des sous-sections est difficilement compatible avec ’amplification de copies paralogues
d’ITS et d’ETS qui évoluent généralement de manicre indépendante (Alvarez & Wendel
2003). Sous I’hypothése de paralogie, les extinctions auraient dii systématiquement se
produire chez les ancétres des sous-sections et non chez ses descendants, ce qui est peu

vraisemblable.
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1IV.B.2. Le tri incomplet du polymorphisme ancestral

Les risques de discordance entre arbres de génes qui résultent de la nature stochastique du
processus de coalescence ont été documentés depuis plusieurs décennies (voir, par exemple
Tateno et al. 1982). Le tri du polymorphisme ancestral étant théoriquement complet apres
4Ne générations (Ne correspondant a la taille efficace de la population), la différence de taille
efficace des genes nucléaires et cytoplasmiques aboutit au fait que le tri ne sera pas complet
au méme moment pour les génes de ces différents compartiments cellulaires. C’est ainsi que,
comme il I’a été précisé précédemment, les alléles des geénes cytoplasmiques deviennent
monophylétiques avant les all¢les des génes nucléaires (Pamilo & Nei 1988). Les arbres
phylogénétiques reconstruits a partir de marqueurs nucléaires ont donc davantage de risques
de présenter de la polyphylie ou de la paraphylie liée a un tri incomplet du polymorphisme
ancestral que les arbres reconstruits a partir de marqueurs cytoplasmiques (Funk & Omland
2003). De surcroit, les risques de discordances liées au tri incomplet du polymorphisme
ancestral sont plus importants lorsque des radiations d’especes récentes sont étudié¢es (Moran
& Kornfield 1993, 1995; Klein & Payne 1998).

L’attribution d’un cas de discordance cyto-nucléaire a du tri incomplet de
polymorphisme ancestral est une tache périlleuse. En effet, ce phénomene peut générer des
patrons de discordance similaires a ceux produits par de I’hybridation (Holder ef al. 1999).
Des méthodes basées sur des simulations de coalescents ont récemment été développées pour
tester I’hypothése du tri incomplet du polymorphisme ancestral (Buckley et al. 2006). Le
principe général de ces méthodes repose sur la comparaison du patron de discordance entre
plusieurs arbres de génes indépendants. Prenons pour exemple une étude dans laquelle trois
geénes nucléaires et un geéne mitochondrial sont séquencés. L hypothése nulle du test est
I’hypothése de tri incomplet du polymorphisme ancestral selon laquelle le patron de
discordance entre les quatre génes est indépendant (puisque le processus de tri des all¢les est
purement aléatoire pour chaque gene). L’hypothese alternative est I’hypotheése d’hybridation
introgressive, selon laquelle le patron de discordance entre geénes n’est pas indépendant. La
premiére étape du test consiste a utiliser I’arbre des espéces (une accession par espece choisie
au hasard), avec des longueurs de branches optimisées et une profondeur d’arbre imposée,
afin de reproduire par simulation 100 ensembles de 4 arbres des geénes (un ensemble par gene
réellement séquencé). Le processus de simulation part de chaque copie du gene et reproduit la
coalescence de ces copies de génes selon un modele simple de panmixie, a taille efficace de

population et temps de génération fixé. Les simulations peuvent tre aisément effectuées a
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I’aide du logiciel Mesquite (Maddison & Maddison 2004). Ensuite, le nombre d’ensembles
parmi les 100 ou le taxon (ou clade) discordant est branché différemment dans deux arbres sur
quatre (ce qui correspond a I’hypothese alternative de distribution non aléatoire du patron de
discordance) doit étre compté. Sous I’hypothése nulle, une fréquence de patrons non
aléatoires n’excédant pas 5% est attendue. Si la fréquence de patrons non aléatoires dépasse
ce seuil, alors I’hypothese de tri incomplet du polymorphisme ancestral est rejetée.

Il est intéressant de noter que ce test basé sur des simulations nécessite la connaissance
a priori de la taille efficace de la population ancestrale, de la profondeur de I’arbre des
especes ainsi que du temps de génération. La taille efficace Ne d’une population est tres
difficilement déductible d’aprés de seules connaissances sur la biologie de I’espéce. Cette
taille est calculable en utilisant des mode¢les de coalescence et un large échantillon d’individus
appartenant a la population pour laquelle Ne doit étre estimée (Wang & Whitlock 2003; Wang
2009). Ce type d’échantillon est généralement différent de celui utilisé en reconstruction
phylogénétique. Ainsi, Ne doit généralement étre extraite de la littérature, a partir d’études de
génétique des populations appartenant a la lignée étudiée. Par ailleurs, si une estimation
précise de Ne pour une population actuelle est parfois délicate, son estimation pour la
population ancestrale 1’est encore plus car une fraction seulement de la variation génétique de
la population actuelle est informative pour prédire le passé (Wang 2005). De plus, les
méthodes utilisées pour estimer la Ne ancestrale nécessitent davantage d’hypothéses dont
certaines ne sont trés vraisemblablement pas valides, comme 1’hypothése d’horloge
moléculaire ou I’hypothése d’absence totale de recombinaison intra-génique. Pour ces raisons,
il est généralement recommandé de répéter le test en faisant varier Ne selon un facteur allant
jusqu’a 10°. En outre, un seul arbre des espéces est utilisé pour simuler des coalescents de
genes ayant des Ne vraisemblablement différents (par exemple entre genes mitochondriaux et
nucléaires). Un second probléme associé a I’emploi de ce test est la connaissance de la
profondeur de I’arbre. Il est possible d’attribuer une profondeur sur la base de données
fossiles, toutefois, ceci suppose que 1’arbre des especes a une profondeur égale a 1’arbre des
genes. En réalité, le coalescent de I’arbre des génes est vraisemblablement plus profondément
que celui de I’arbre des especes (Edwards & Beerli 2000). Le temps de génération, ou age
moyen des individus femelles a la reproduction, est habituellement le mieux connu des
parametres a définir a priori. Cependant, tout comme la taille efficace de la population, la
méthode ne permet pas de faire varier le temps de génération entre les différentes parties de
I’arbre. Or, lorsque de nombreuses espéces ou populations issues de la radiation d’une lignée

sont ¢étudiées, la diversit¢ des forces de sélection a I'origine de la radiation aboutit
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fréquemment a des formes trés variées au sein de cette lignée (e.g. Losos et al. 1998). La
taille étant par ailleurs fréquemment corrélée au temps de génération (Calder 1984), le temps
de génération est susceptible de varier entre especes ou populations de la lignée.

Afin de déterminer si le tri incomplet du polymorphisme ancestral est source de
discordance entre les phylogénies chloroplastiques et nucléaires chez les figuiers Galoglychia,
cette méthode pourrait paraitre appropriée. Toutefois, la section Galoglychia renferme des
especes issues de milieux tres différents, allant de la savane de plaine (e.g. Ficus platyphylla)
a la forét équatoriale montagneuse (e.g. F. amadiensis), ce qui conduit vraisemblablement a
une importante variabilité de la taille efficace au sein de la section. En outre, la section
accueille des formes de vie trés variées, allant d’arbres émergents de la canopée
(principalement dans la section Caulocarpae) a de petits arbustes de sous-bois, ou perchés en
haut d’autres arbres (principalement dans les sous-sections Chlamydodorae et
Cyathystipulae). La taille des arbres est un facteur connu pour influencer la structure
génétique spatiale (données non publi¢es sur les figuiers) et donc la taille efficace de la
population, ainsi que le temps de génération (King 1996). De nombreuses conditions
nécessaires a ’application du test, qui sont basées sur la simulation de coalescents, ne sont
donc pas remplies avec le jeu de données sur les figuiers Galoglychia. Plus généralement, ces
conditions seront rarement remplies dans les études phylogénétiques ou les taxons étudiés
sont le fruit d’une diversification importante. Tant que les effets des écarts aux conditions
d’application n’auront pas été étudiés et objectivement évalués, I’interprétation des résultats
issus du test devrait étre empreinte de précautions.

Concernant la discordance cyto-nucléaire faisant intervenir la position des
Cyathistipulae et Crassicostae, 1l est notable que dans la phylogénie chloroplastique, la
branche supportant le clade CCCP (longueur = 0.1774) est plus longue que les branches
supportant des clades chez qui la monophylie réciproque a été atteinte, comme le clade des
Caulocarpae (0.1699), des Galoglychia (0.1269) ou encore des Americana (0.1756). Ainsi,
on peut supposer que le temps écoulé avant 1’apparition d’événements de spéciation au sein
du clade CCCP a été suffisamment long pour avoir permis un tri complet du polymorphisme
ancestral. Ce raisonnement souffre du fait qu’il suppose une corrélation positive entre le
nombre de générations et la longueur de branche, ainsi qu'un Ne constant. Concernant la
premicre supposition, le taux de mutation est corrélé (bien qu’imparfaitement) au temps de
génération (Nabholz et al. 2008), ce qui signifie qu’il existe une relation indirecte entre le
nombre de générations et la longueur de branche. Concernant la constance de Ne au travers du

temps pour la lignée étudiée, nous vennons de voir que cette hypothése était peu
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vraisemblable. Finalement, ce raisonnement, basé sur la comparaison de longueurs de
branches est trés simple par rapport au test de simulation et repose, tout comme celui-ci, sur
I’hypotheése de Ne constant, mais ne repose pas sur d’autres connaissances requises a priori
comme la valeur du temps de génération et la valeur de Ne. C’est pourquoi, en dépit de son
évidente limitation, nous avons utilis¢ ce raisonnement pour discuter 1’hypothése du tri
incomplet du polymorphisme ancestral. Au final, bien qu’il nous ait été impossible de
formellement exclure cette hypothése, elle ne représente pas I’hypothése favorite pour
expliquer la discordance cyto-nucléaire mettant en jeu le branchement des Cyatistipulae et

Crassicostae.

D’autres arguments logiques peuvent étre mis en avant pour rejeter ’hypothése du tri
incomplet du polymorphisme ancestral. Par exemple, dans la phylogénie mitochondriale des
1ézards Podarcis du sud-est ibérique, la lignée Valencia est incluse au sein d’un grand clade
accueillant les lignées mitochondriales africaines et ibériques de P. vaucheri. Un autre clade
important regroupe les lignées Liolepis et Hispanicus. L’ancétre commun a ces deux clades
est daté a 7,2 millions d’années (Pinho et al. 2006). Il est raisonnable de supposer que ce
temps est suffisamment long pour invoquer un tri complet du polymorphisme ancestral, a
moins que les populations n’aient des tailles efficaces démesurément importantes, de I’ordre
de 2 a 7 millions pour des temps de génération allant de 1 a 3 ans. De plus, sous I’hypothese
d’un tri incomplet, il serait largement improbable de retrouver des haplotypes de Valence
dans P. hispanicus et P. liolepis mais aucune trace des lignées mitochondriales de Type 2,
Type 1 et P. bocagei. Finalement, dans cet exemple aussi, I’hypothése du tri incomplet du
polymorphisme ancestral semble peu probable pour expliquer la présence de la lignée

mitochondriale Valencia dans P. hispanicus et P. liolepis.

1V.B.3. Hybridation introgressive

La derniére source de discordance entre les arbres des différents génes d’une espéce peut
provenir de flux de génes inter-spécifiques. Chez les eucaryotes, I’hybridation, ou croisement
entre groupes ou taxons génétiquement distinguables produisant des hybrides viables, est une
premicre étape permettant de tels flux de génes. L’hybridation est un phénoméne commun
tant chez les plantes que chez les animaux (Arnold 1997). Vingt-cinq pourcent des plantes de

la flore britannique sont connues pour pouvoir s’hybrider avec au moins une autre espece
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(Stace 1975, 1997), tout comme 9,3% des oiseaux de la plancte (Grant & Grant 1992), 11%
des papillons européens (Guillaumin & Descimon 1976) ou 6% des mammiferes européens
(MacDonald & Barrett 1995). Toutefois, un éveénement d’hybridation correspond
généralement & emmener des génomes parentaux au centre d’une zone hybride, ou les loci
neutres sont en déséquilibre de liaison avec des loci sous sélection, empéchant ainsi la libre
diffusion de ces loci neutres a I’intérieur de ’'une ou ’autre des especes (Barton & Hewitt
1985, 1989). Les effets de I’hybridation s’arrétent alors 1a. Ces loci neutres peuvent cependant
s’extraire de cet environnement génétique défavorable grace au mécanisme de recombinaison
(Martinsen et al. 2001). S’ils se retrouvent dans un environnement génétique favorable,
sélectionné positivement, ou un environnement complétement neutre, alors les alléles
étrangers de ces loci pourront diffuser a ’intérieur de 1’espéce d’accueil par I’intermédiaire de
croisements entre les hybrides et I’'un des parents (Raufaste et al. 2005). L’invasion d’un
génome par du matériel génétique étranger est appelé introgression (Mallet 2005).
L’introgression peut aboutir a une discordance entre arbres de genes en introduisant des
lignées alléliques phylogénétiquement divergentes de part et d’autre des limites entre especes
(e.g. Patton & Smith 1994; Shaw 1999).

Les effets d’une hybridation introgressive sont particuliérement sensibles pour les loci
situés sur des génomes cytoplasmiques. En effet, comme mentionné précédemment, tous les
loci d’un de ces génomes peuvent introgresser comme un seul bloc du fait de I’absence de
recombinaison (Smith 1992). Ainsi, I’analyse d’un seul fragment cytoplasmique révélera a lui
seul I’origine hétérospécifique du génome entier auquel il appartient (Martinsen et al. 2001).
De plus, les loci cytoplasmiques introgressent en moyenne plus profondément dans 1’espece
d’accueil que les loci nucléaires, car cette introgression n’est pas contrainte par des liaisons
avec d’autres loci soumis a sélection (Barton & Jones 1983; Tegelstrom 1987). La différence
de flux entre geénes nucléaires et cytoplasmiques a été¢ bien étudiée chez les Helianthus
(Rieseberg et al. 1990; Rieseberg et al. 1991). Dans ce genre, des loci chloroplastiques ont
introgressé jusqu’a 10 fois plus loin que les loci nucléaires. Des génomes mitochondriaux
exogenes ont pu étre notés a plusieurs centaines de kilométres de la zone hybride actuelle,
sans que des traces d’ADN nucléaire exogéne n’aient été enregistrées, comme dans le cas
d’une souris scandinave (Gyllensten & Wilson 1987).

La meilleure signature d’une introgression est le partage chez des individus
sympatriques d’haplotypes mitochondriaux qui sont par ailleurs géographiquement localisés,
chez des espéces qui divergent par leur morphologie, ou d’aprés d’autres génes que les génes

mitochondriaux. Ce schéma de distribution géographique d’alleéles est difficilement
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interprétable autrement que par des flux de geénes interspécifiques récents ou en cours (Funk
& Omland 2003). Cependant, la reconnaissance formelle d’une hybridation introgressive
comme cause de discordance cyto-nucléaire est plus délicate lorsque 1’événement
d’introgression est ancien et que la barriére aux flux géniques entre espéces est devenue
imperméable. Plus le temps écoulé depuis la fin des échanges de génes est important, plus les
lignées d’all¢les introgressés peuvent avoir une position phylogénétique basale et moins elles
auront de chance de révéler une association géographique avec la région d’origine de ces
lignées. Par ailleurs, si le flux de génes mitochondriaux est élevé et bidirectionnel, il est
parfois impossible de retrouver quelle est la lignée d’origine de chacune des espéces. A son
extréme, la lignée d’origine peut s’éteindre ce qui ne laisse plus d’indice pour révéler
I’origine hétérospécifique de la lignée restante (Bernatchez et al. 1995). Ce phénomene est
facilité par la faible taille efficace des loci cytoplasmiques (Takahata & Slatkin 1984).

Dans bien des cas, I’hypothése d’introgression sera I’hypothése emise par défaut pour
expliquer une discordance soutenue par des arguments écologiques ou biogéographiques.
Dans leur étude sur les discordances cyto-nucléaires au sein du genre d’orchidées Satyrium,
Van der Niet et Linder (2008) discutent 1’hypothése d’introgression sur la base de la
distribution géographique actuelle des espéces. Pour chaque cas de discordance, le nombre
d’événements de dispersion et d’extinction sont comptés et la vraisemblance est discutée.
Cette méthode présente des limites liées a son importante subjectivité et est par ailleurs
difficilement transférable a n’importe quel modele d’étude. Le Chapitre V montre comment
des arguments écologiques et biogéographiques ont pu é&tre exploités pour soutenir
I’hypothése d’hybridation introgressive dans le cas des Podarcis ibériques, ainsi que chez les

figuiers de la section Galoglychia.
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Chapitre V

LES DISCORDANCES CYTO-NUCLEAIRES : UN OUTIL POUR

COMPRENDRE L HISTOIRE DES ESPECES



Les discordances cyto-nucléaires sont souvent percues comme un piége en reconstruction
phylogénétique et phylogénomique qu’il convient de détecter et d’éviter afin de retracer
correctement [’histoire du vivant (Degnan & Rosenberg 2009). Les discordances cyto-
nucléaires peuvent également étre considérées comme un outil servant a mieux connaitre
I’histoire et la biologie des espéces, comme I’isolement reproducteur au niveau des zones
hybrides (Rieseberg et al. 1990; Rieseberg et al. 1991), la distribution géographique passée
des espéces (Melo-Ferreira et al. 2005; Melo-Ferreira et al. 2007) ou encore 1’infection
d’arthropodes par des endoparasites (Jiggins 2003; Hurst & Jiggins 2005). Dans ce chapitre,
nous allons développer deux exemples d’exploitation de discordances cyto-nucléaires. Le
premier cas, portant sur les 1ézards ibériques du genre Podarcis, utilise de maniére classique
les résultats d’un patron d’introgression mitochondriale pour comprendre la distribution
passée des especes et leurs interactions dans les zones de contact. Le deuxiéme cas utilise de
manicre plus originale la découverte de traces d’introgression chloroplastique chez les
figuiers de la section Galoglychia pour étudier I’histoire des interactions entre plantes hotes et

guépes pollinisatrices.

V.A. Histoire évolutive des lézards ibériques Podarcis spp. du sud-est de la

Péninsule Ibérique

V.A.1. L’dge maximal de l’introgression mitochondriale

La lignée mitochondriale Valencia qui a introgressé a la fois P. hispanicus et P. liolepis, est
présente sous la forme de trois haplotypes chez les individus échantillonnés et pour le

fragment de la région de controle séquencé. Un haplotype Va est présent chez tous les
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individus P. liolepis de la région située autour de la ville de Valence, excepté dans une
localité ou les deux individus séquencés présentaient un haplotype Vb différant de Va par une
unique mutation. La population de Podarcis hispanicus localisée dans la Sierra Maria de
Nieva présente un unique haplotype Vc différant de Va par deux substitutions.

En dépit du nombre limit¢é de mutations séparant les haplotypes mitochondriaux
Valencia présents chez P. liolepis de ceux présents chez P. hispanicus, nous avons calculé le
temps de divergence entre ces deux groupes. Si I’on fait ’hypothése que les lignées Valencia
ont été isolées apreés qu’elles aient introgressé leurs especes hotes (ce qui n’est pas improbable
étant donné I’absence de flux de génes mitochondriaux entre P. liolepis et P. hispanicus) alors
le temps de divergence calculé représente 1’age maximal possible des deux événements
d’introgression. Le temps de divergence a ¢été estimé par méthode de coalescence avec le
programme MDIV (Nielsen & Wakeley 2001). Le taux d’évolution de la région de contrdle
de ’ADNmt chez les reptiles n’est pas bien connu. Le fragment séquencé évolue au méme
taux que le cytochrome b chez un genre proche (Crochet ef al. 2004) mais pourrait évoluer
plus rapidement chez les Podarcis (Pinho, pers. com.). D’un autre co6té, le temps de
divergence est probablement surestimé parceque que nos populations étudiées ne satisfont
vraisemblablement pas 1’hypothése d’égalité des tailles efficaces (Chapman et al. 2007). Afin
de prendre en compte toutes ces incertitudes, nous avons estimé le temps de divergence avec
deux taux d’évolution différents encadrant vraisemblablement le taux d’évolution réel : 1% et
2% de divergence par million d’années.

Le temps de divergence entre les haplotypes mitochondriaux Valencia présents chez P.
liolepis et P. hispanicus a ¢été estimé a 120 000-240 000 ans. Cet age correspond a une période
du Pléistocéne durant laquelle le climat subissait des variations cycliques (Avise 2000).
Durant les phases froides de cette période, la Péninsule Ibérique jouait un rdle de refuge
glaciaire (Weiss & Ferrand 2006). L’alternance de phases d’expansion et de rétractation des
aires de distribution des especes, causée par ces variations climatiques, a été responsable
d’éveénements répétés de mise en contact puis de séparation de nombreuses unités évolutives
(Hewitt 1996; Taberlet et al. 1998). Les phases de séparation ont généré la mise en place de
divergences génétiques ente lignées parfois accompagnées d’un début d’isolement
reproducteur, tandis que les phases de mise en contact ont été propices aux hybridations entre
des lignées fraichement différenciées et incompleétement isolées sur le plan reproductif
(Holder et al. 1999). 1l est donc treés probable que ce soit dans ce contexte que la mise en

contact entre le taxon a I’origine de la lignée Valencia et dun c6té Podarcis liolepis, de
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I’autre P. hispanicus, ait eu lieu et ait pu permettre I’introduction de la lignée mitochondriale
Valencia chez ces deux especes.

Le calcul du temps de divergence présenté ici repose sur I’hypothése que le taxon a
I’origine de la lignée Valencia se soit hybridé indépendamment avec P. liolepis et P.
hispanicus. De manicre alternative, I’hybridation aurait pu se produire avec 1’'une des deux
especes seulement. L hybridation entre P. liolepis et P. hispanicus aurait par la suite permis
I’introduction de la lignée Valencia dans 1’autre espéce. Cette hypotheése de transmission
indirecte d’une lignée mitochondriale a été par exemple proposée pour expliquer la présence
d’ADNmt du liévre variable Lepus timidus chez le liévre commun L. europaeus (Melo-
Ferreira et al. 2005; Melo-Ferreira et al. 2007). Durant les périodes glaciaires du Quaternaire,
le lievre variable était en contact avec le liévre commun et le lievre ibérique L. granatensis
dans le nord de I’Espagne. Ces deux derniéres especes €taient également en contact dans cette
région. L’absence d’alléles autosomaux de liévre variable chez le liévre commun en Péninsule
Ibérique suggere que ces deux especes ne s hybridaient pas, a I’inverse du liévre ibérique,
avec le lievre commun. Ainsi, I’ADNmt du lievre variable présent chez le lievre commun
aurait pu étre transmis par I'intermédiaire du lievre ibérique. Choisir entre 1’hypothése de
deux hybridations indépendantes ou I’hypothése d’une transmission indirecte n’est pas
évidente dans le cas des lézards ibériques du fait que le taxon a 1’origine de la lignée de
Valence n’a pas encore ¢été identifié, mais également a cause de la faible variabilit¢ du
fragment d’ADNmt étudié. Toutefois, si la lignée mitochondriale Valencia avait été transmise
indirectement, il est probable que cette lignée aurait été présente de maniére continue entre la
Sierra Maria de Nieva et la zone de contact entre P. liolepis et P. hispanicus, ce qui n’est pas
le cas. L’hypothese de deux événements indépendants d’hybridation est donc celle que nous

soutenons le plus.

V.A.2. Origine de la distribution de la lignée mitochondriale Valencia chez P.

liolepis

La présence d’une lignée mitochondriale étrangere a I’intérieur d’une espece n’est pas un
phénomeéne rare, comme signalé précédemment. Toutefois, deux observations sont frappantes
avec ’exemple des 1ézards ibériques : (i) le fait que cette lignée soit la seule représentée dans
une vaste aire géographique et (ii) la quasi absence de polymorphisme allélique au sein de la

lignée Valencia. Le second point peut étre objectivé en comparant la diversité allélique entre
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les différentes lignées mitochondriales du complexe d’especes de Podarcis ibériques (Tableau
2) : la diversité haplotypique estimée dans la lignée Valencia présente chez P. liolepis est
effectivement la plus basse des diversités haplotypiques estimées chez les lignées du
complexe d’espéces présentes dans la région. Deux hypothéses principales peuvent étre
avancées pour expliquer cette étonnante distribution de la lignée Valencia chez P. liolepis :

I’hypothese démographique et I’hypothese sélective (Fig. 12).

Tableau 2. Estimations de la diversité des séquences dans les lignées mitochondriales du complexe d’espéces de
Podarcis hispanicus du sud-est de la Péninsule Ibérique. Hisp, Hispanicus; Lio, Liolepis; Val, Valencia; Val (P.
liolepis), ANDmt Valencia présent chez P. liolepis. ng, nombre de localités échantillonnées; n;, nombre
d’individus analysés; n,, nombre d’haplotypes d’ADNmt observés; 1T, diversité haplotypique. L’écart-type est

donné entre paranthéses.

Group ng  m ny h n (%)

Hisp, Type 2, Lio,Val 39 78 21 0.851(0.028) 1.8 (1.1)
Hisp 8 12 5 0.758 (0.093) 2.1(1.3)
Type 2 7 19 5 0.298 (0.133) 0.9 (0.7)
Lio 6 13 7 0.864(0.079) 3.5(1.9)
Val 18 34 4 0.458 (0.094) 0.8 (0.5)
Val(P. liolepis) 15 26 2 0.153(0.092) 0.2 (0.2)

V.A.2.a. Hypothese démographique

La distribution actuelle de la lignée Valencia pourrait représenter I’ancienne distribution du
taxon a 1’origine de cette lignée. P. liolepis, situé au nord, aurait alors envahi ce taxon. Une
compétition directe entre P. liolepis et le taxon Valencia, accompagnée d’hybridations sur le
front de colonisation, aurait pu balayer le génome nucléaire de ce dernier mais pas le génome
mitochondrial.

Des modeles théoriques récents soutiennent fortement 1’idée que, lorsque qu’une
espéce indigene est envahie par une espéce colonisatrice, 1’introgression d’alléles neutres se
produit presque exclusivement de I’espece indigéne vers 1’espéce colonisatrice (Currat &
Excoffier 2004; Currat et al. 2008). Ce phénomene s’amplifie au fur et & mesure que I’espece
colonisatrice progresse, ce qui conduit finalement a des fréquences trés élevées d’alleles
indigénes dans 1’espece colonisatrice. Le phénomeéne démographique décrit par ces modeles

pourrait ainsi aisément expliquer le schéma observé chez les 1ézards ibériques.
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Figure 12. Hypothése démographique (A) et hypothése sélective (B) expliquant la distribution actuelle de la
lignée mitochondriale Valencia. Les carrés, triangles, cercles et losanges représentent respectivement la lignée
mitochondriale Liolepis, Type 2, Hispanicus et Valencia. Le fond de carte représente la distribution supposée des
taxons pour chaque hypothése : gris clair= P. hispanicus ; gris foncé = Podarcis. sp. « type 2 »; gris
intermédiaire = P. liolepis ; blanc = Podarcis. sp. « Valencia ». Les fléches noires représentent la colonisation de
P. liolepis dans I’aire de distribution de Podarcis. sp. « Valencia ». Les fléches hachurées représentent la
diffusion de la lignée mitochondriale Valencia par balayage sélectif, a la suite d’un événement d’hybridation

unique représenté par une Croix.

Cependant, ces mémes simulations montrent que la fixation, c’est-a-dire le
remplacement complet de ’ADNmt indigéne dans I’espéce colonisatrice, ne peut se produire
qu’a la suite d’un grand nombre d’événements d’hybridation (Currat et al. 2008). Les
résultats de ces simulations sont soutenus par des données empiriques sur des remplacements
d’espéces par compétition. En effet, les lignées mitochondriales indigénes (donc capturées)
sont généralement polyphylétiques et la lignée mitochondriale colonisatrice persiste dans son
espece d’origine, au moins a faible fréquence (Melo-Ferreira et al. 2005; Berthier et al. 2006;
Melo-Ferreira et al. 2007). Roca et al. (2005) décrit un cas intéressant de remplacement de
1I’¢1éphant de forét Loxodonta cyclotis par 1’éléphant de savane L. africana. Dans les écotones
forét-savane, les deux especes d’éléphants entrent en contact et peuvent ainsi s’hybrider.
Toutefois, I’hybridation est unidirectionnelle, les femelles d’éléphants de forét s’hybridant
avec les males d’¢éléphants de savane qui sont plus robustes et plus dominants que les males

d’¢léphants de forét. Des croisements réciproques entre les hybrides femelles et les males de
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savane ont fait disparaitre toute trace de génome nucléaire appartenant a I’éléphant de forét
dans les populations hybrides, mais pas les traces de génome mitochondrial. Ainsi, I’ADNmt
de I’¢éléphant de forét est aujourd’hui présent dans plusieurs populations d’éléphants de
savane situées a 1’ancien emplacement de 1’écotone forét-savane. Toutefois, I’ADNmt de
I’¢léphant de savane persiste a fréquence élevée au sein de telles populations et cohabite avec

I’ADNmt de I’espéce colonisée : I’¢léphant de forét.

Dans le cas des lézards ibériques du sud-est de I’Espagne, aucun individu séquencé
dans la région de Valence ne présente I’ADNmt de la lignée Liolepis. Par ailleurs, la présence
de deux haplotypes, ne différant que par une seule mutation dans la lignée Valencia distribuée
autour de Valence, est bien évidemment contradictoire avec une éventuelle polyphylie des
haplotypes Valencia présents chez P. liolepis. Afin de valider cette observation, il
conviendrait de séquencer un fragment d’ADNmt plus variable que le fragment de la région
de controle et d’étudier les relations de parenté entre les haplotypes Valencia présents chez P.
liolepis avec les haplotypes présents dans le taxon a 1’origine de cette espece. La découverte
du taxon a I’origine de la lignée Valencia est donc critique a ce stade de la recherche.

Bacquet (2008) a séquencé un fragment du gene ND4 chez des individus de P. liolepis
possédant la lignée Valencia et chez des individus possédant la lignée Liolepis. Le fragment
est réputé plus variable que la région de controle de I’ADNmt. En utilisant le test D (Tajima
1989) et le test H (Fay & Wu 2003), I’auteur n’a pas pu mettre en évidence d’écart a
I’équilibre mutation-dérive au sein des haplotypes Valencia, ce qui soutient une stabilité
démographique des populations de P. liolepis hébergeant cette lignée. Cette observation
renforce les précédents arguments selon lesquels I’hypothése démographique est peu probable
pour expliquer la distribution actuelle de la lignée Valencia chez P. liolepis.

Des tests multi-locus ont été développés pour tester 1’hypothése sélective face a
I’hypothése démographique. Sous 1’hypothése sélective, il est attendu qu’un seul locus, celui
soumis a sélection, subisse une réduction de diversité allélique, tandis que sous 1’hypothese
démographique, tous les loci devraient subir une telle réduction. Galtier et al. (2000) ont
développé un test qui, par simulation, estime I’age (A) et la force (F) de 1I’événement
responsable de la perte de diversité allélique. La vraisemblance de trois modeles — modele
neutre, modele démographique et modele sélectif — est comparée. Les modéles non-neutres
différent du modele neutre par I’existence méme d’un événement de réduction de la diversité
allélique. Les modeles non-neutres different entre eux par le fait que le couple A/F ne varie

pas entre locus dans le modéle démographique, au contraire du mode¢le sélectif. Un autre test,
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développé par Hudson (1987) puis amélioré par Wright & Charlesworth (2004), est basé sur
une prédiction de la théorie neutraliste de I’évolution moléculaire, qui est que la quantité de
diversité allélique au sein d’une espece est corrélée avec le niveau de divergence entre
especes. Ceci provient du fait que les deux paramétres dépendent directement du taux de
mutation supposé neutre (Kimura 1983). Si le rapport entre les deux parameétres différe entre
locus, alors une évolution non neutre peut étre invoquée. Bacquet (2008) a tenté¢ d’appliquer
ces tests en utilisant les séquences ND4 ainsi que les séquences des deux introns nucléaires
présentées dans 1’Article 3. Le test de Wright & Charlesworth n’a pu rejeter ’hypothése du
modele d’évolution neutre pour I’ADNmt présent chez les P. liolepis de la région de Valence.
Toutefois, ce test souffre d’un excés de conservatisme, particulicrement lorsque que les
processus non-neutres sont anciens. Le test de Galtier ef al. n’a, quant a lui, malheureusement
pas pu é&tre appliqué a cause d’un écart trop important a I’hypothése d’absence de
recombinaison intra-locus. Une investigation plus approfondie de I’hypothése sélective
devrait étre prochainement mise en place, en utilisant d’autres marqueurs, a taux d’évolution
plus lent que le ND4 mais plus rapide que la région de contrdle de I’ADNmt.

Enfin, des facteurs responsables d’un flux de ge