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Ainsi que nous ’avons souligné dans
le premier article de cette série, la
monophylie des Eucaryotes ne fait
guere de doutes [1]. En dehors de
I'enveloppe nucléaire proprement
dite et de I'organisation de ’'ADN en
chromosomes, les Eucaryotes parta-
gent un grand nombre de caracteres
qui signent leur origine commune:
réticulum endoplasmique et en-
semble de vésicules membranaires in-
tracellulaires interreliées, cytosque-
lette et en particulier microtubules et
microfilaments, division du matériel
génétique par mitose ou méiose.

La phylogénie moléculaire est aussi
en accord avec cette hypothése de
monophylie: méme si I’arbre univer-
sel du vivant est difficile a enraciner,
les Eucaryotes peuvent étre regroupés
aisément sur un seul de ses rameaux
et il serait bien arbitraire de placer la
racine de I'arbre en leur sein.

Nous nous attacherons, dans ce
deuxieme article, a faire le point sur
I’histoire évolutive des Eucaryotes a la
lumiére des phylogénies moléculaires
récentes, en articulant notre analyse
autour de quatre questions centrales:
quelles sont les lignées d’Eucaryotes
les plus anciennes? Que nous apporte
leur étude sur la genese de la cellule
eucaryote? Comment s’est effectuée
leur diversification? A quel moment
sont apparus les grands groupes mul-
ticellulaires et quels sont les protistes
qui en sont les plus proches?

* La partie 1 de cet article a été publiée dans m/s
n°8, vol. 11, p. I-XIII, aodit 1995.

*% Classe de plantes cryptogames a reproduction
sexuée, intermédiaires entre les lichens et les mousses.

Un point de départ: la morphologie
cellulaire

¢ Les plantes terrestres supérieures,
les animaux, les champignons. C’est
par des caractéristiques assez «ma-
croscopiques» que les tres grandes
subdivisions ont été opérées parmi
les Eucaryotes dés le XVIII® siecle [2]
puis affinées au XIX® et au XX siecle,
la plupart de ces subdivisions persis-
tant jusqu’a nos jours. On a distingué
tres tot les plantes terrestres supé-
rieures des animaux, et on a rattaché
aux plantes les mousses, les hépa-
tiques** et les algues macrosco-
piques. Il semblait alors logique de
regrouper les champignons supé-
rieurs et les plantes avec lesquelles ils
partagent ’absence de mobilité, I’ap-
parence superficielle d’'une nutrition
par des «racines» et la possession de
parois cellulaires (qui se révéleront
plus tard étre de composition diffé-
rente de celle des plantes).

¢ Les protistes, eucaryotes unicellu-
laires. Ce regroupement dichoto-
mique laissait sans affectation un im-
mense ensemble d’organismes dont
la diversité se confirmait tout au long
du XI1X¢ et du XX¢ siécle, celui des Eu-
caryotes unicellulaires. La définition
de cet ensemble était essentiellement
négative : il regroupait les organismes
«bloqués » au stade unicellulaire ain-
si que quelques groupes présentant
des formes coloniales ou plasmo-
diales mais, en tout cas, ne présen-
tant jamais de véritables tissus organi-
sés. Des I’origine, les frontieres de cet



ensemble (protistes de Haeckel [3])
associé aux formes supposées «infé-
rieures » des animaux et des plantes
(éponges, algues) ont été difficiles a
définir (ce dernier ensemble consti-
tuant, avec les unicellulaires, les pro-
toctistes de Copeland [4]).

On distinguait cependant assez aisé-
ment un ensemble d’unicellulaires
photosynthétiques, autotrophes,
clairement apparentés aux algues
rouges (Rhodophytes, tel Porphyri-
dium), vertes (Chlorophytes tel Chla-
mydomonas) ou brunes (Chryso-
phytes, Xanthophytes, Diatomées...),
que l'on pouvait séparer d’'un en-
semble d’unicellulaires non photo-
synthétiques, souvent phagotrophes,
les «Protozoaires» (Ciliés, Amibes,
Flagellés divers). Les premiers sont
tombés dans le giron des «bota-
nistes », les seconds dans celui des
«zoologistes ». La pesanteur des cloi-
sonnements universitaires n’a pas fa-
vorisé I’émergence de vues synthé-
tiques sur ce vaste ensemble
d’organismes. Quelques efforts pour
reconnaitre des groupes transver-
saux, tel que celui des «Flagellés »,
ont cependant été réalisés, mais on
sait aujourd’hui qu’il s’agit d’un
groupe artificiel. Enfin, un troisi¢eme
groupe d’organismes difficiles a clas-
ser, tels que Dictyostelium, Physarum
ou Phytophtora, présente une certai-
ne ressemblance avec les Champi-
gnons par la possession d’une allure
«mycélienne » mais s’en différencie
par I’existence de phases amiboides
ou flagellées et par ses modalités de
reproduction. Ces organismes se
sont trouvés affublés du suffixe de
«-mycetes » (Acrasiomycetes, Myxo-
mycéetes, Oomycétes, etc.) puis joints
aux Champignons.

A T’écartelement des protistes entre
botanistes et zoologistes est venue
s’ajouter une deuxiéme force centri-
fuge issue de la parasitologie, car bon
nombre de protistes comprenaient
des parasites graves pour ’homme et
les animaux domestiques (Plasmo-
dium de la malaria, Trypanosomes de
la maladie du sommeil, Microspori-
dies de la pébrine du ver a soie, etc.),
voire pour les plantes cultivées (Oo-
mycetes divers). Des lignées évolu-
tives trés €loignées ont ainsi été artifi-

s cicllement regroupées sous I'étiquette
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Figure 1. La classification de Whittaker (1969). Cinqg régnes ont été indivi-
dualisés (Bactéries, Protistes, Plantes, Champignons et Animaux) et organi-
sés dans le sens de la « complexité croissante » du bas vers le haut et de la
diversification adaptative (mode de nutrition) de la gauche vers la droite.

de «parasites », tant dans les manuels
d’enseignement que dans les services
hospitaliers !

Dans cet article, nous utiliserons le
terme «protiste » comme synonyme
d’Eucaryote unicellulaire, photosyn-
thétique ou pas; cela nous aménera
ayinclure des algues et des champi-
gnons, la frontiére entre unicellu-
laires et multicellulaires étant tres
difficile a établir pour ces groupes.
Il s’agit, comme nous le verrons,
d’une définition commode mais peu
rigoureuse, regroupant un ensemble
de lignées évolutives paraphylé-
tiques.

¢ La classification en cinq regnes de
Whittaker marque, en 1969, une im-
portante étape de clarification dans
la vision de la diversité des Euca-
ryotes [5]. Elle peut étre considérée
comme la derniére synthese de I’ére
«prémoléculaire » et elle a fourni,
principalement dans le monde anglo-
saxon, le cadre utilisé dans les grands
manuels d’enseignement. Nous re-
produisons le schéma principal de
son article de 1969 dans la figure 1. 11
s’agit a la fois d’une proposition de
classification et d’une ébauche de
phylogénie, avec les procaryotes «a la
base » suivis des protistes qui don-
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Tableau |

LES 45 PHYLUMS DE PROTISTES DE CORLISS (1984)
REGROUPES EN 18 « SUPERENSEMBLES »

Rhizopodes
Karyoblastea
Amoebozoa
Acrasia
Eumycetozea
Plasmodiophorea
Granuloreticulosea
(incert. sed.: Xenophyophora)
Mastigomycetes
Hyphochytridiomycota
Oomycota
(Incert. sed.:
Chytridiomycota)
Chlorobiontes
Chlorophyta
Prasinophyta
Conjugatophyta
Charophyta
(Incert. sed.: Glaucophyta)
Euglenozoa
Euglenophyta
Kinetoplastidea
(Incert. sed.: Pseudociliata)
Rhodophytes
Rhodophyta
Cryptomonadines
Cryptophyta
Choanoflagellés
Choanoflagellata
Labyrinthomorphes
Labyrinthulea
Thraustochytriacea
Polymastigotes
Metamonadea
Parabasalia
Paraflagellés
Opalinata

Chromobiontes
Chrysophyta
Haptophyta
Bacillariophyta
Xanthophyta
Eustigamtophyta
Phaeophyta
(Incert. sed.: Proteromonadea
Bicosoecida
Heterochloride
Raphidophceae)
Actinopodes
Heliozoa
Taxopoda
Acantharia
Polycystina
Phaeodaria
Dinoflagellés
Peridinia
Syndinea
(Incert. sed.: Ebriidea
Ellobiophyceae
Acritarcha)
Ciliés
Ciliophora
Sporozoaires
Sporozoa
(Incert. sed.: Perkinsida)
Microsporidies
Microsporidia
Haplosporidies
Haplosporidia
Myxosporidies
Myxosporidia
(Incert. sed.: Actinomyxidea
Marteiliidea
Paramyxidea)

nent eux-mémes naissance a trois
groupes distincts de multicellulaires,
animaux, plantes, et champignons.
Ainsi, les protistes occupent une posi-
tion charniére, entre procaryotes et
eucaryotes multicellulaires et une
grande importance est accordée dans
le schéma a cette ligne de démarca-
tion entre Eucaryotes unicellulaires
et multicellulaires. S’il en est bien
ainsi, I’étude des protistes peut éclai-
rer deux questions évolutives ma-
jeures: I'origine de la cellule Euca-
ryote et I'origine des grands groupes
multicellulaires. C’est une des raisons
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principales qui justifie I'intérét qu’on
leur porte.

¢ Les incertitudes et les ambiguités.
Le schéma de Whittaker contient des
incertitudes et des ambiguités dues
au fait que 'auteur a choisi de ne pas
former des groupes strictement mo-
nophylétiques mais plutdt de regrou-
per les étres vivants en cinq grands
«regnes », définis en fonction de ca-
ractéristiques écologiques ou de
grades d’organisation. Les groupes
sont représentés dans un empile-
ment vertical, comme dérivant les

uns des autres avec certaines lignées
néanmoins qui se prolongent dans
un autre groupe. Autrement dit, les
groupes sont constitués d’organismes
n’ayant pas d’histoire évolutive com-
mune (sauf pour les animaux), donc
ne partageant pas de caractéristiques
profondes.

On voit donc que si la synthése de
Whittaker clarifiait bon nombre de
questions en accordant une plus
grande importance aux Protistes, re-
connus en tant que groupe, elle fai-
sait naitre de graves ambiguités en
créant une classification non natu-
relle (c’est-a-dire non phylogéné-
tique) et laissait ouvertes les deux
questions évoquées plus haut, ’ori-
gine des Eucaryotes et ’origine des
divers groupes de multicellulaires.
On ne pouvait progresser que par
une étude plus approfondie des pro-
tistes eux-mémes. C’est ce qui a été
réalisé a partir des années 60, avec,
d’abord, I’accumulation de données
descriptives ultrastructurales. Celles-
ci ont permis de délimiter un
nombre assez €élevé de groupes de
protistes au sein desquels les especes
présentent entre elles des simili-
tudes fortes et spécifiques et sem-
blent donc constituer des lignées
monophylétiques.

La grande diversit¢é morphologique
des protistes

Plusieurs traités récents ont été
consacrés a décrire tous les groupes
de protistes dans leur grande diversi-
té architecturale [6-8]. Indiquons
seulement les deux principales
étapes de délimitation des groupes
qui correspondent, grossiérement,
aux observations en microscopie op-
tique puis en microscopie électro-
nique.

La premiere classification des Proto-
zoaires, qui remonte au XIX‘siecle
[9], reconnait 4 grandes classes: les
« Sarcodines » (également appelés
«Rhizopodes ») et organismes appa-
rentés (Héliozoaires, Radiolaires) ;
les « Mastigophores », porteurs de fla-
gelles; les «Infusoires», correspon-
dant aux Ciliés et les « Sporozoaires »
correspondant, pour I’essentiel, a des
parasites intracellulaires, a cycles
complexes, généralement sans cils ni
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Figure 2. L’ébauche de phylogénie de Taylor (1978). L’arbre est organisé autour de deux rameaux, la «série des
Chromophytes », d’une part, et celle des « Chlorophytes », d’autre part. Tous les organismes a chlorophylle a+ c sont
rattachés a la premiére, tous ceux a chlorophylle a+ b a la seconde (y compris les plantes). Les Rhodophytes sont
placés comme le groupe le plus primitif, suivis de pres par les Dinoflagellés, apparentés aux Ciliés. Les Champignons
vrais (Zygomyceétes, Basidiomyceétes, et Ascomycetes), apparentés aux Chytridiomycétes, sont aussi placés trés bas
dans l'arbre. De tres nombreux groupes de protistes ainsi que les Animaux ne sont fermement reliés a aucun ra-

meadu.

flagelles (Grégarines, Coccidies, Myxo-
sporidies...). Si certaines de ces classes
(Mastigophores) vont «éclater» en
sous-ensembles trés distants, d’autres
persistent jusqu’a aujourd’hui en tant
qu’ensembles monophylétiques (Ci-
liés).

Les apports de la microscopie élec-
tronique et la prise en compte des or-
ganismes  photosynthétiques  ont
abouti, a la fin des années 70, a la re-
connaissance d’un nombre beaucoup
plus important de groupes de pro-
tistes [10-11]. Les critéres qui sont
utilisés pour différencier les groupes
concernent, pour 'essentiel, 1'archi-
tecture cellulaire et en tout premier
lieu l'organisation du cytosquelette.

Si les différents « phylums» de pro-
tistes commencent alors a émerger
avec clarté, les relations de parenté
entre eux demeurent bien mysté-
rieuses.

A titre d’exemple, on peut citer la
proposition de Taylor (figure 2) de
1978 qui constitue une tentative cou-
rageuse pour concrétiser par un
schéma les hypothéses phylogéné-
tiques de I'’époque [12]. En fait,
seules deux lignées évolutives sont
identifiées de manieére solide, sous le
nom de série des Chromophytes et
série des Chlorophytes. La premiére
correspond a I’ensemble des algues a
chlorophylles a et c, et dont le chlo-
roplaste est entouré d’'une enveloppe

membranaire supplémentaire tres
particuliere, le «chloroplast endoplas-
mic reticulum» (CER), ensemble de
deux membranes généralement en
continuité avec ’enveloppe nucléai-
re, possédant des ribosomes a sa sur-
face la plus externe, cytosolique (fi-
gure3). La seconde branche solide
correspond aux algues vertes aux-
quelles les plantes vertes sont ratta-
chées. Il s’agit du vaste ensemble
d’organismes dont les chloroplastes
contiennent des chlorophylles a et b
et présentent, de plus, une organisa-
tion ultrastructurale similaire. C’est
donc le type de pigmentation des
plastes qui fournit la synapomorphie
forte unissant les sous-groupes a cha-

m/s n°2, vol. 12, février 96



cun des deux rameaux principaux.
En dehors de ces deux branches, c’est
Iincertitude qui régne!

Premieres phylogénies moléculaires

Les phylogénies moléculaires vont ap-
porter des compléments ou des réor-
ganisations majeures de ces notions.
Apres les premieres tentatives de re-
construction phylogénétique fondées
sur PARN ribosomique 5S [13] dont
le pouvoir résolutif est limité, la pu-
blication de 1986 de Sogin et al. [14],
utilisant les 15 séquences completes
d’ARNTr 18S d’Eucaryotes alors dispo-
nibles, marque les débuts de la phy-
logénie moléculaire des protistes, re-
présentés par 9especes. L’arbre de
distances obtenu, rapidement confir-
mé et élargi par des séquences par-
tielles I’ARNr 28S obtenus par notre
équipe en collaboration avec celles
de ].-P.Bachellerie et de G.Brugerol-
le [15], révélait une série de points :
(1) si 'on enracine l'arbre en utili-
sant des procaryotes comme groupe
extérieur, on observe que les pro-
tistes émergent avant les Métazoaires,
les Métaphytes et les Champignons,
ces trois derniers groupes occupant
une position terminale au sein de la
branche eucaryote. En dépit du
faible nombre d’especes représen-
tées, la topologie de cet arbre semble
confirmer la vieille intuition postu-
lant que les protistes ont précédé les
multicellulaires; (2) la diversité mo-
léculaire au sein des protistes excede
celle observée au sein de ’ensemble
Métazoaires-Métaphytes; loin de
constituer un petit ensemble «four-
re-tout», peu diversifié, les protistes
sont séparés les uns des autres par de
tres grandes distances moléculaires et
leur diversification semble s’étre éta-
lée sur une période plus longue que
celle des multicellulaires; (3) les pro-
tistes qui émergent le plus bas dans
I’arbre des Eucaryotes sont un Trypa-
nosome et une Eugléne, organismes
flagellés.

Cependant, d’autres protistes vont se
disputer le titre de «lignée la plus
ancienne des Eucaryotes»: Voss-
brinck et al. vont d’abord observer
que la séquence d’une Microspori-
die, Vairimorpha necatrix, place ces or-
ganismes tout a la base de I’arbre des
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Mastigonémes
Flagelles inégaux

CER :
chloroplast
endoplasmic
reticulum

‘

Microtubules
sous-pelliculaires

Figure 3. Schéma de I'organisation
d’une Chrysophyte. Noter I'existence
d’une enveloppe membranaire au-
tour du chloroplaste, en continuité
avec l'enveloppe nucléaire (= CER) et
les appendices sur I'un des flagelles
(hétérokonte). Ce schéma, comme la
plupart des suivants est redessiné
d’apres la référence [6]. La barre
d’échelle correspond a 2um pour
cette figure et pour les suivantes a
I’'exception de la figure 5A.

Eucaryotes, bien avant tous les autres
protistes alors séquencés [16]. Ils
font une observation supplémentaire
de grande portée: 'ARNr 5,8S qui,
chez tous les Eucaryotes, est codé
par un segment d’ADN distinct, situé
entre le gene de PARNr 18S et celui
de ’ARNTr 288, est fusionné a 1’extré-
mité 5’ de 'ARNr 28S chez les Mi-
crosporidies comme chez les Proca-
ryotes [17]. On avait donc la un
caractere totalement distinct de la
séquence primaire confirmant la
proximité des Microsporidies et des
Procaryotes.

Peu apres, Sogin et al. obtiennent la
premiere séquence d’une Diplomo-
nadine, Giardia lamblia, et suggéerent
que c’est plutdt cette espece qui oc-
cupe la position la plus inférieure
dans I'arbre des Eucaryotes [18]. Ils
notent également quelques caracté-
ristiques dans la séquence de 'ARNr
qui lapparentent a des séquences
procaryotiques. Ces deux groupes de

protistes, Microsporidies et Diplomo-
nadines, partagent un caracteére sup-
plémentaire : tous deux sont dépour-
vus de mitochondries. L’émergence
de ces deux groupes amitochon-
driaux a la base de I'arbre des Euca-
ryotes semblait apporter une confir-
mation éclatante a I’hypothése de
Cavalier-Smith [19] qui avait propo-
sé, quelques années auparavant, la
position «basale » d’une série de pro-
tistes sans mitochondries, forgeant
pour eux le terme d’Archezoa et ima-
ginant donc que la symbiose mito-
chondriale se serait effectuée non
chez les tout premiers Eucaryotes
mais dans une seconde étape de leur
histoire. Dans son esprit, ces deux
groupes étaient effectivement parmi
les plus primitifs mais il pensait que
plus précoce encore était un groupe
d’Amibes, également dépourvues de
mitochondries, a organisation cellu-
laire treés simple, telles que Pelomyxa,
qu’il dénomma Archéamibes [20], et
pour lesquelles aucune séquence
n’était encore disponible.

A ce schéma général, nous appor-
tions plusieurs précisions en pour-
suivant ['utilisation d’une portion
relativement courte mais treés utile
de 'ARNr 28S [21]: (1) tant dans
I’arbre d’ARNr 18S que dans celui
d’ARNr 288, les Ciliés émergent tar-
divement, entourés de groupes a
code génétique universel. Nous
avons donc pu conclure que le code
génétique tres original des Ciliés dé-
couvert peu avant [22], avec deux
des trois codons Stop du code uni-
versel codant pour la glutamine,
constituait un code dérivé et non,
comme certains I’avait suggéré, une
relique d’un code primitif. Le méme
raisonnement a été appliqué aux ca-
ractéristiques nucléaires des Dinofla-
gellés qui, sur la base des premieres
séquences de ces organismes obte-
nues a Banyuls [23], émergeaient
également dans le haut de I'arbre,
pres des Ciliés; (2) nous ajoutions
un Myxomycete, Physarum, aux
groupes de «la base de I'arbre» et
notions que la quasi-totalité des li-
gnées «précoces» étaient flagellées
ce qui suggérait que le flagelle euca-
ryote avec son organisation microtu-
bulaire typique a symétrie 9 consti-
tuait une invention évolutive trés

\Y



ancienne. Nous observions égale-
ment qu'une Trichomonadine, Tri-
chomonas vaginalis, émergeait assez
bas dans I’arbre, ce que Sogin allait
préciser peu apres [24] en la pla-
cant parmi les trois groupes les plus
précoces des Eucaryotes. (3) Enfin,
en échantillonnant systématique-
ment parmi les protistes photosyn-
thétiques, nous montrions [25] que
tous avaient une origine tardive,
peut-étre polyphylétique, mais sur-
tout que les algues rouges n’émer-
geaient pas a la base de ’arbre des
Eucaryotes. La symbiose chloroplas-
tique semblait donc s’étre produite
bien apreés la symbiose mitochon-
driale.

Ainsi les données moléculaires des
ARNr ont considérablement modi-
fié la phylogénie des Eucaryotes :
les premiers groupes a émerger
semblaient étre des taxons d’Euca-
ryotes assez «marginaux », dépour-
vus de mitochondries et certaine-
ment pas photosynthétiques; tous
les multicellulaires se retrouvaient,
a l’opposé, dans une position termi-
nale de l'arbre, y occupant une pla-
ce relativement restreinte; entre
ces deux zones, un assez grand
nombre de phylums de protistes
dont les affinités étaient difficiles a
définir par des critéres morpholo-
giques se trouvaient désormais rat-
tachés. Une structuration de I’arbre
d’ensemble des Eucaryotes en trois
zones semblait donc se dégager (fi-
gure 4).

La vision globale actuelle, déduite
des ARN ribosomiques

Aujourd’hui, la base de données
d’ARNTr 18S compte plus de 3000 sé-
quences complétes dont 700 environ
appartiennent aux FEucaryotes. Des
représentants de nombreux «phy-
lums » de protistes ont été séquencés
ce qui permet de présenter des
arbres beaucoup plus denses et
d’examiner la solidité du découpage
en trois zones. Une série d’arbres phy-
logénétiques généraux des Eucaryotes,
basés sur des séquences completes
d’ARNr 188, a été publi¢e [26-29].

En 1993, les distorsions possibles ré-
sultant de forts biais en GC chez cer-

s taines especes ont été soulignées [30,
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31]. Le débat portait sur I'identifica-
tion de celui des trois groupes de
protistes qui occupe la position la
plus primitive. L’émergence tres pré-
coce des Diplomonadines (Giardia)
observée par Sogin et al. [18] était
contestée en raison de la composi-
tion en GC trés particuliere de cette
espece et une premiere étude de ef-
fet de changement du groupe exter-
ne sur la topologie de la base de
I’arbre semblait confirmer cette hy-
potheése [31]. L’'un de nous a repris
cette question avec une base de don-
nées élargie et des méthodes de ré-
échantillonnage systématique des
taxons [32]. L’étude du niveau de sa-

turation des transitions par rapport
aux transversions (voir notre premier
article [1]) a montré que seules les
transversions conviennent a de telles
échelles évolutives et qu’en les utili-
sant, on s’affranchit du biais intro-
duit par les différences de taux de
GC. Les Microsporidies paraissent
alors constituer, de maniére robuste,
le taxon d’émergence la plus préco-
ce. Le résultat est important car il
identifie le groupe qui pourrait nous
donner une idée de I'organisation
des premiers Eucaryotes.

La figure 4 fournit un exemple de
I’état actuel de I'arbre global des Eu-
caryotes.

Anacystis nidulans
w00l “Fecherichia coli

Sulfolobus solfataricus
@ethanococcus vannielii
Halobacteruim halobium

100

Thermus thermophilus

Glugea atherinae B
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100

oy

R O

=]

57

88

4

Pleistophora sp.
Enterocytozoon salmonis
Enterocytozoon bienusi
Encephalitozoon cuniculi

Nosema trichoplusiae -
Coronympha octonaria B
Trichomonas vaginalis
Tritrichomonas foetus
Monocercomonas sp.
Hexamita sp.

Giardia muris

Giardia lamblia

:I Eubactéries

Archébactéries

Microsporidies

Vairimorpha necatrix

Trichomonadines

J

Diplomonadines

Giardia ardeae J
Physarum polycephalum — Myxomycétes
Euglena gracilis
Trypanosoma brucei :I Euglenozoa
Bodo caudatus
Vahlkampfia lobospinosa
Naegleria gruberi 1 Percolozoa
Entamoeba histolytica e
Entamoeba gingivalis 1 Entamoebidés
Dictyostelium discoideum - Acrasiomycétes

Couronne terminale

Figure 4. Arbre phylogénétique général des Eucaryotes découpé en trois
zones. L’arbre a été construit par une méthode de distance (neighbor-joining,
voir [1]) en utilisant uniquement les transversions observées dans I'’ARNr
18S. Un ensemble d’Eubactéries et d’Archébactéries a été utilisé comme
groupe extérieur des Eucaryotes. Les valeurs de bootstrap supérieures a
50 % sont figurées sur les branches correspondantes. Trois zones: zone |
« base de I'arbre », zone Il « médiane » et zone Ill « couronne terminale » ont
été indiquées. La monophylie de chacun des groupes figuré dans I'arbre est
tres fortement soutenue, de méme que la majorité des ordres de branche-
ment, a I’'exception de celui qui concerne I'ordre d’émergence relatif des Tri-
chomonadines par rapport aux Diplomonadines. De méme, I'ordre d’émer-
gence des groupes au sein de la zone Il est mal défini. La «couronne
terminale » contient un trés vaste échantillon de groupes repris de maniere

plus détaillée dans la figure 6.
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La premiére zone, qui correspond a
la base de I’arbre, regroupe, comme
nous ’avons déja signalé, trois taxons
d’organismes unicellulaires, les Mi-
crosporidies, les Trichomonadines et
les Diplomonadines. Ces organismes,
parasites dans leur trés grande majo-
rité, présentent une structure de cel-
lule eucaryote assez simple — si I'on
excepte certaines adaptations secon-
daires liées a la vie parasitaire — (figu-
re 5A, B, C). Cela est particulierement
vrai des Microsporidies, qui sont
toutes des parasites intracellulaires
obligatoires. Les Diplomonadines et
les Trichomonadines présentent
quant a elles un systeme flagellaire
ainsi que des fibres associées aux ci-
nétosomes, ce qui constitue une dif-
férenciation importante de leur cy-
tosquelette, comparé a celui des
Microsporidies. Ces trois taxons sont
dépourvus de mitochondries, de pé-
roxysomes et vivent dans des condi-
tions proches de I’anaérobiose.

La deuxiéme zone comprend un en-
semble de groupes émergeant sui-
vant un ordre mal résolu. Ceux-ci
correspondent a des organismes uni-
cellulaires présentant des structures
trés variées (avec ou sans mitochon-

Société Francaise de Génétique

dries, flagelles, appareil de Golgi,
etc.). Deux grands types d’organisa-
tion cellulaire sont rencontrés dans
cette zone, flagellé ou amiboide
(avec, chez certains groupes, une al-
ternance des deux types au cours du
cycle de vie). Deux espéces au moins
de cette zone, Physarum polycephalum
et Dictyostelium discoidewm, présentent
des phases plasmodiales ou forment
des agrégats au cours de leur cycle.
Enfin, la troisiéme zone correspond a
ce que I'on appelle en termes imagés
la «couronne terminale». On y trou-
ve des organismes unicellulaires, mais
aussi les Champignons, les plantes
terrestres, ou les animaux stricto sensu,
c’est-a-dire les Métazoaires.

Bien que la vision d’une évolution
par complexité croissante soit enta-
chée de téléologie [33], on peut po-
sitionner dans l’arbre I’apparition
de différents caracteres typiques de
la cellule eucaryote comme par
exemple 'acquisition des organites.
Cavalier-Smith [28] et Patterson
[11] ont produit des scénarios
concernant la base de I'arbre des
Eucaryotes, dans lesquels on part
d’un ancétre nucléé a chromosomes
subissant la mitose et la méiose, qui

acquiert un flagelle, puis des dictyo-
somes et enfin des mitochondries.
L’étude d’un tel arbre apporte donc
beaucoup d’informations sur les
grandes étapes évolutives des Euca-
ryotes. Néanmoins, des difficultés
d’interprétation existent. Elles ont
pour origine soit des réversions, soit
des spécialisations extrémes qui
compliquent Dinterprétation des
étapes d’évolution morphologique,
soit enfin l'existence d’incertitudes
sur la topologie méme des branche-
ments.

Les radiations évolutives: un phéno-
mene récurrent

Quelle signification donner a I’absen-
ce de résolution entre certaines li-
gnées que l'on trouve a divers en-
droits de I'arbre ? Pendant longtemps,
on a interprété ce fait comme un
échec des phylogénies moléculaires,
di a lutilisation de séquences trop
courtes, a une faiblesse des algo-
rithmes de reconstruction, ou a un
manque de pertinence des informa-
tions contenues dans les séquences de
macromolécules. Plus récemment,
nous nous sommes demandés si cette
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Figure 5. Les protistes du «bas de I'arbre ». Un représentant de chacun des trois groupes émergeant a la base de
I’arbre des Eucaryotes a été figuré. A. Schéma d’une spore de Microsporidie. Le tube polaire enroulé a l'intérieur de
la spore se dévagine lors de l'infection de la cellule héte (barre = 1 um). B. Schéma de Giardia, une Diplomonadine.
La cellule ne posséde pas de mitochondries. Son disque ventral lui permet de se fixer sur I'épithélium intestinal de
I’héte. C. Schéma de Tritrichomonas, une Trichomonadine. Un appareil de Golgi est associé aux fibres parabasales
et le cytoplasme contient des organites particuliers, les hydrogénosomes.
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absence de résolution ne traduisait
pas un véritable processus évolutif,
plus précisément I'existence de radia-
tions rapides.

En effet, dans plusieurs cas, les pro-
blémes de résolution se posent pour
des groupes que les paléontologues
avaient déja longuement étudiés, et
qui présentent un phénomene d’ex-
plosion au niveau de leurs enregis-
trements fossiles. Avant une date
précise, ces organismes ne sont ja-
mais retrouvés fossilisés ; ils apparais-
sent ensuite avec un haut degré de
diversification morphologique, et
cela de maniére brutale, du moins a
Iéchelle des temps géologiques. Un
tel phénomeéne, appelé «radiation
évolutive », correspondrait a I’appari-
tion quasi simultanée, a l'intérieur
d’un taxon, de différentes lignées.
Apres de telles radiations, des chan-
gements morphologiques importants
peuvent survenir; ils caractérisent
bien les différents phylums, mais ne
peuvent aider a préciser leur ordre
d’émergences.

L’absence de résolution des phylogé-
nies moléculaires pourrait donc étre
vue de maniére positive, et corres-
pondre a de telles radiations. Nous
avons montré (voir figure 4 de [1])
que plus les cladogenéses sont
proches, plus le nombre de nucléo-
tides a séquencer pour obtenir une
topologie robuste croit, et ceci de
maniere hyperbolique. Si la quantité
de séquences utilisées est suffisante,
il y a coincidence entre absence de
résolution et radiations décelées par
les paléontologues.

L’une des plus célebres radiations
correspond aux fossiles cambriens
des schistes de Burgess (Canada). I
semble que, il y a environ 540 millions
d’années, les grands groupes de Méta-
zoaires triploblastiques (c’est-a-dire
les animaux possédant trois feuillets
embryonnaires, I’ectoderme, ’endo-
derme et le mésoderme) soient appa-
rus en moins de 20 millions d’années
[33-35]. Or, pour la période cam-
brienne, et en utilisant ’ARNr 18S, la
limite de résolution actuelle des phy-
logénies moléculaires est de ’ordre
de 40 millions d’années [36]. On peut
simplement dire que les analyses mo-
léculaire et paléontologique ne se

messsm— contredisent pas, et que I’hypothese
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d’une radiation sur 20 millions d’an-
nées semble donc plausible. A
cela, plusieurs causes sont avan-
cées. Par exemple, ’apparition du
complexe de genes homéotiques a
vraisemblablement contribué a la
diversification des plans d’organi-
sation des Métazoaires ccelomates,
al’époque précédant la date du gi-
sement de Burgess, il y a 540 mil-
lions d’années. On comprend
qu’une acquisition décisive com-
me celle du complexe de genes ho-
méotiques soit suivie d’un brusque
accroissement de la diversité bio-
logique, et on peut alors la consi-
dérer comme une «key evolutionary
innovation » [37, 38]. Mais un
changement de I’environnement
peut aussi avoir permis une
meilleure exploitation de ’espace
ou avoir facilité la multicellularité.
On avance [39] qu'une augmenta-
tion de la teneur en oxygene de l'at-
mosphere terrestre serait concomitan-
te de la radiation cambrienne. Cela
expliquerait le temps long qui sépare
Iapparition des Eucaryotes de la diver-
sification des Métazoaires. On peut en-
fin avancer I'hypothése que ces pre-
miers Métazoaires complexes peuvent
se diversifier sans compétition, simple-
ment en occupant des niches écolo-
giques qui sont alors vides.

On retrouve des radiations évolutives
a tous les niveaux hiérarchiques: les
Gnathostomes (Vertébrés a ma-
choires) au Dévonien, les Rongeurs
et les Passereaux au Miocéne. Sou-
vent, les radiations suivent une pé-
riode d’extinction massive, comme
par exemple a la limite Crétacé-Ter-
tiaire. En effet, il y a 65 millions d’an-
nées, la radiation des principaux
ordres de Mammiféres et d’Oiseaux
est bien connue, ainsi que la diversi-
fication extraordinaire des plantes a
fleurs, qui coincide avec celle de cer-
tains ordres d’insectes (Lépidopteres
et Hyménopteres, en particulier).
De manicre générale, il semble que
le rythme de I’évolution, vu par les
phylogénies moléculaires, correspon-
de a celui postulé par les paléonto-
logues. L’évolution, au moins pour
une part, ne parait pas s’étre seule-
ment produite de maniére graduel-
le, comme Darwin l’avait postulé,
mais aussi par des a-coups corres-

pondant a des «bouffées radia-
tives ». Cela n’est pas sans rappeler
le schéma des «équilibres ponc-
tués» d’Eldredge et Gould [40]
méme si ceux-ci faisaient intervenir
le processus a un niveau taxono-
mique inférieur, celui de la spécia-
tion, et non a celui de I'apparition
des grands groupes.

Les phylogénies moléculaires ont
mis en évidence une grande radia-
tion, correspondant a la zone 3, au
cours de laquelle tous les phylums
importants (tant en terme de
nombre d’espéces que de biomasse),
comme les Champignons, les Chlo-
robiontes ou les Métazoaires, sont
apparus. Pour la couronne termina-
le, certains auteurs avancent que la
symbiose chloroplastique ait pu en-
trainer I'apparition de potentialités
exceptionnelles [39].

En dépit de ces épisodes mal résolus,
les phylogénies moléculaires permet-
tent de distinguer quelques grandes
phases distinctes dans I’histoire des
Eucaryotes. Nous allons y revenir en
détail.

La base de Plarbre des Eucaryotes:
des cellules primitivement sans mito-
chondries ?

¢ Les trois taxons a la base de
Parbre. Nous avons vu que trois
taxons relativement différents au
point de vue cellulaire se partagent
la base de I'arbre. Il s’agit des Micro-
sporidies, des Métamonadines (uni-
quement représentées dans l'arbre
par des espéces de Diplomonadines)
et des Parabasala (représentées par
les Trichomonadines).

Les Microsporidies sont des parasites
intracellulaires obligatoires qui in-
fectent un large spectre d’hotes, al-
lant des Protozoaires aux Vertébrés.
Surtout connues pour les dégats
qu’elles occasionnent aux élevages
piscicoles et séricicoles, elles le sont
désormais comme parasites opportu-
nistes dans le cas du SIDA. Leur dis-
sémination se fait par des spores qui
présentent un systéme de pénétra-
tion et de transmission particulier
(figure 5A). Les Microsporidies ne
possedent ni mitochondries, ni appa-
reil flagellaire, ni appareil de Golgi
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structuré [41]. On observe un réticu-
lum endoplasmique, et des microtu-
bules sont identifiables au moment
de la mitose (dite fermée, cariln’y a
pas disparition de l'’enveloppe nu-
cléaire, et le fuseau est intranucléai-
re). A ces différentes caractéristiques
d’organisation cellulaire, il faut ajou-
ter que I'analyse d’une espece de Mi-
crosporidie révele la présence du
plus petit génome eucaryote actuel-
lement connu [42].

La position «basale» de ce groupe
suggeére que toutes ces caractéris-
tiques d’organisation cellulaire «sim-
ple» pourraient étre primitives. Mais
il faut demeurer prudent; toutes les
especes connues du groupe étant pa-
rasites, il est difficile de rejeter ’hypo-
these de simplifications secondaires.
II est intéressant de noter que les Mi-
crosporidies semblent passer par un
stade méiotique avec réduction chro-
matique au tout début de la sporula-
tion [43] ce qui signifierait que la
méiose est une acquisition extréme-
ment ancienne des Eucaryotes.

Les Diplomonadines sont regroupées
dans le phylum des Métamonadines
avec les Rétortamonadines et les Oxy-
monadines. Les organismes de ces
trois taxons, dépourvus également de
mitochondries, de péroxisomes et
d’appareil de Golgi, présentent des
systemes cytosquelettique et flagellai-
re élaborés [44]. Les Diplomona-
dines — de loin les mieux connues et
pour lesquelles nous disposons de
données moléculaires — compren-
nent des espéces vivant soit a I’état
libre, dans les eaux douces chargées
de matiére organique, soit comme
parasites du tube digestif de certains
animaux (Sangsues, Vertébrés). Un
organisme pathogéne comme Giar-
dia présente une structure élaborée,
le disque ventral, permettant l'atta-
chement de la cellule a I’épithélium
du tube digestif de I’hote (figure 5B).
Les Trichomonadines (Parabasala)
sont aussi des organismes flagellés
[44] qui, pour la majorité d’entre
eux, sont des symbiontes ou des pa-
rasites du tube digestif d’inverté-
brés ainsi que du tube digestif et du
tractus urogénital des Vertébrés.
L’appareil parabasal qui les caracté-
rise est une structure cytosquelet-
tique associée a un appareil de Gol-
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gi (figure 5C). Les Trichomonadines
n’ont ni péroxisomes ni mitochon-
dries, mais possedent dans leur cy-
toplasme des organites sphériques
ou en batonnet entourés d’une
double membrane, appelés hydro-
génosomes [45, 46]. Ceux-ci, appa-
remment dépourvus d’ADN, con-
tiennent des enzymes permettant la
décarboxylation oxydative du pyruva-
te ou du malate en acétate. Les élec-
trons libérés réduisent des protons
grice a une enzyme spécifique de
ces organites, I’hydrogénase, et I'hy-
drogéne moléculaire ainsi formé est
libéré. Les hydrogénosomes permet-
tent comme les mitochondries la
phosphorylation de ’ADP en ATP.
Ces trois taxons possédent plusieurs
caractéristiques procaryotiques, en
accord avec leur position phylogéné-
tique. Par exemple, leurs ribosomes
sont plutét de type 70S (comme
ceux de tous les Procaryotes) a la dif-
férence de ceux des Eucaryotes qui
sont de type 80S [47-49]. De plus,
I’organisation des génes codant pour
des protéines, quand ils ont été étu-
diés, s’apparente a celle des Proca-
ryotes plus qu’a celle des Eucaryotes:
jusqu’ici, aucun intron n’y a été dé-
couvert, les séquences en 5 et en 3’
sont courtes, les séquences non co-
dantes semblent trés réduites [50].
Nous avons vu que les trois taxons
de la base de I’arbre des Eucaryotes
présentent des similitudes mais aus-
si des originalités du point de vue
de leur organisation cellulaire, et il
est évidemment tentant de les
considérer comme des reliques de
stades particuliers correspondant a
la construction de la cellule euca-
ryote. On peut néanmoins s’inter-
roger sur une telle vision des
choses. Peut-on, en particulier, af-
firmer que ces groupes sont primiti-
vement sans mitochondries et que
penser de la nature des hydrogéno-
somes ?

¢ L’acquisition des mitochondries.
Pour savoir a quel moment a eu lieu
I’endosymbiose d’origine bactérien-
ne qui a donné naissance aux mito-
chondries et si ces trois groupes en
sont primitivement dépourvus, on
pourrait tenter de mettre en éviden-
ce des «marqueurs d’endosymbiose »

[61]. II est en effet démontré
qu’apres la symbiose mitochondriale,
il y a eu exportation de genes du gé-
nome de l'organite vers le génome
nucléaire. On pourrait alors s’at-
tendre a rencontrer des cas ou des
genes a caractéristique mitochondria-
le sont trouvés dans le génome nu-
cléaire, malgré I’absence de mito-
chondries dans le cytoplasme. Ce
serait I'indice exemplaire d’une per-
te secondaire du symbionte.
Recherche dans le génome nucléaire
de genes mitochondriaux. Cette ap-
proche a été appliquée au cas d’Enta-
moeba, qui émerge tardivement dans
tous les arbres phylogénétiques, bien
apres des protistes pourvus de mito-
chondries. Une telle position suggé-
rait donc fortement une perte secon-
daire de mitochondrie. La conclusion
[52] a été tres claire: deux genes de
type mitochondrial, la chaperonine
cpn60 et la pyrimidine nucléotide
transhydrogénase, y ont été trouvés,
indiquant sans ambiguité que cette li-
gnée avait secondairement perdu ses
mitochondries.

Parmi les marqueurs utilisables figu-
rent les génes de protéines de choc
thermique (heat shock protein), en par-
ticulier celles du groupe HSP70 qui
sont trés conservées dans I’ensemble
du vivant. Elles sont présentes chez
les Eucaryotes dans le cytosol, dans le
réticulum et dans les organites (mito-
chondries et chloroplastes). Ces deux
derniéres catégories ont leur origine
dans des génes du symbionte bacté-
rien transférés au noyau. Leur mise
en évidence, chez un organisme sans
mitochondries, serait un indice
qu'une symbiose bactérienne s’est
néanmoins produite dans I’histoire
de la lignée. Des recherches de ce
type ont déja été conduites chez les
Diplomonadines: deux génes corres-
pondant a une HSP70 cytoplasmique
et une HSP70 réticulaire ont été sé-
quencés chez Giardia lamblia [53]
mais aucune séquence susceptible
d’étre le marqueur d’une éventuelle
endosymbiose n’a été retrouvée. Par
contre, il existe des protéines recon-
nues par un anticorps spécifique des
chaperonines cpn60, ce qui suggére-
rait I’existence d’une telle symbiose
[54]. Nous avons recherché chez les

Trichomonadines les génes d’HSP70 m———
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et avons trouvé que des HSP70 de
type eubactérien (qui s’apparentent
plutét a celles des mitochondries)
existent dans le génome nucléaire de
Trichomonas vaginalis (AG, non pu-
blié). Il semble donc que les Tricho-
monadines aient connu le passage
d’'un symbionte bactérien. Mais
s’agissait-il d’'une symbiose mitochon-
driale ? Le tout est de savoir si les hy-
drogénosomes sont ou non des mito-
chondries modifiées.

Place des hydrogénosomes: ces orga-
nites possedent en effet beaucoup de
points communs avec les mitochon-
dries (role, enzymes, structure)
méme s’ils ne réalisent pas la fonction
la plus importante de cellesci, la
phosphorylation oxydative. Des orga-
nismes avec hydrogénosomes se ren-
contrent régulierement dans ’arbre
des Eucaryotes: dans la premicre
zone, avec les Trichomonadines, mais
aussi dans la troisiéeme zone, avec cer-
tains Ciliés et certains Champignons
secondairement adaptés a l’anaéro-
biose. Il est donc tout a fait clair que
des organismes initialement aérobies
a mitochondries peuvent dériver vers
I’anaérobiose et acquérir des hydro-
génosomes. De plus, dans le cas des
Ciliés, il vient d’étre démontré que
cette transformation s’était produite
plusieurs fois de manieére indépen-
dante [b5]. Ceux-ci dérivent-ils des
mitochondries ou correspondent-ils a
autant de symbioses indépendantes?
La premiere hypothése est évidem-
ment plus parcimonieuse mais la faci-
lité avec laquelle des symbioses bacté-
riennes s’installent et deviennent
obligatoires chez les protistes ne per-
met pas d’exclure la seconde. L’analy-
se comparée de séquences d’enzymes
d’hydrogénosomes  pourrait  per-
mettre de trancher. Malheureuse-
ment, les résultats de ces analyses sont
encore incertains [56].

* Les Microsporidies semblent occu-
per seules la base de I’arbre. En résu-
mé, un groupe de protistes apparait
solidement positionné au bas de
larbre, celui des Microsporidies, et
ce groupe est dépourvu de mitochon-
dries. On ne sait pas encore s’il est
également dépourvu de marqueurs
de symbiose mais, en I’état, on peut
admettre qu’il est bien primitivement
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amitochondrial. Dans le cas des Di-
plomonadines, la situation reste ou-
verte, puisque, pour l'instant, seules
des preuves immunologiques sont
disponibles. Enfin, pour les Tricho-
monadines, les séquences d’HSP70
de type procaryotique que nous ve-
nons de découvrir suggérent que
leurs hydrogénosomes seraient des
mitochondries modifiées et de toute
facon indiquent clairement que ce
groupe a connu une symbiose eubac-
térienne. On voit donc que I'étude
plus approfondie de ces protistes du
bas de l'arbre améne a nuancer la
conclusion selon laquelle ils étaient
tous primitivement amitochondriaux.
On peut néanmoins se demander s’il
n’y a eu qu'une seule symbiose mito-
chondriale dans toute I'histoire des
eucaryotes. L’idée largement admise
était que la symbiose mitochondriale
avait été unique [57]. Les résultats de
Gray et al. [58] suggérant une biphy-
lie des mitochondries ont donc causé
une grande surprise. En reconstrui-
sant des phylogénies a partir de
I’ARNr mitochondrial, ces auteurs ar-
rivaient a la conclusion qu’une
deuxiéme symbiose s’était produite
dans le segment menant des algues
vertes aux Métaphytes. On s’est aper-
cu depuis que ce résultat est di tres
vraisemblablement a des différences
extrémes de vitesses d’évolution des
séquences mitochondriales  dans
I’échantillon étudié. Cela aurait
conduit au phénomeéne «d’attraction
des longues branches» que nous
avons évoqué dans le premier article.
L’hypothese la plus couramment ad-
mise actuellement est donc celle de
la monophylie des mitochondries
[59].

Une zone intermédiaire dans I’arbre
des Eucaryotes

Dans la zone intermédiaire de ’arbre
des Eucaryotes, les organismes, dans
leur majorité, sont unicellulaires, et a
mitochondries. On y trouve, par
exemple, le phylum bien individuali-
sé des Euglenozoa [60], ou le groupe
polyphylétique des Rhizopodes, qui
regroupait des organismes a forme
amiboide se déplacant par pseudo-
podes et se nourrissant par phagocy-
tose [61-63]. On y remarque égale-

ment quelques cas de tendance vers
la pluricellularité, avec les représen-
tants de 'ancien groupe des Myxo-
mycetes, qui a maintenant complete-
ment éclaté. En effet, malgré des
similitudes de cycle, Physarum et Dic-
tyostelium semblent phylogénétique-
ment tres éloignés.

Enfin, on peut remarquer que les
groupes du bas de I'arbre des euca-
ryotes qui sont dépourvus de mito-
chondries, ne possedent pas non plus
d’introns. En effet, les données sur
la structure des geénes des trois
groupes, Microsporidies, Trichomo-
nadines et Diplomonadines, com-
mencent a s’accumuler et, pour I'ins-
tant, sur un total d’'une cinquantaine
de génes, aucun intron n’a été trou-
vé. Par contre, des introns a splicéo-
somes sont détectés chez les groupes,
tous a mitochondries, situés plus
haut dans 'arbre. Ces résultats per-
mettent de conforter I'’hypothese
d’une origine tardive des introns, qui
auraient été amenés chez les Fuca-
ryotes lors de la symbiose mitochon-
driale [64-70].

La «couronne terminale » des Euca-
ryotes

Cette «couronne» apparait comme
groupe-frere de Dictyostelium. Elle
nous intéresse particulierement, car,
contenant la totalité des animaux,
des végétaux et des champignons,
elle correspond en fait a ’essentiel
de la biodiversité, telle qu’'on l'en-
tend habituellement.

La caractéristique la plus frappante
de ce vaste ensemble (figure 6) est
qu’on y reconnait aisément un grand
nombre de sous-ensembles mono-
phylétiques, algues rouges, algues
vertes et plantes, algues brunes et do-
rées, champignons, métazoaires, mais
que l'ordre d’émergence des diffé-
rents groupes est indéfinissable : tous
prennent racine dans une grande ra-
diation non résolue. De plus, divers
groupes d’unicellulaires émergent
aussi dans cette radiation, Ciliés, Di-
noflagellés, Sporozoaires, Amibes
stricto sensu. La «couronne termina-
le» n’est donc pas définie unique-
ment par la multicellularité. Ces der-
niéres années, de nombreux efforts
ont été réalisés pour tenter d’amélio-
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rer la résolution au sein de cet en-
semble et on a effectivement vu émer-
ger quelques sous-ensembles solides,
dont certains étaient imprévus, com-
me celui des Alvéolobiontes, qui ras-
semble les Ciliés, les Dinoflagellés et
les Sporozoaires. En effet, la seule sy-
napomorphie claire au niveau cellu-
laire entre ces trois groupes est la
possession de compartiments mem-
branaires situés sous la membrane
plasmique, connus sous le nom d’al-
véoles corticales, et constituant un
compartiment de stockage du cal-
cium [71-74].

¢ Combien de symbioses chloroplas-
tiques a l’origine des groupes photo-
synthétiques ?

C’est au sein de cette couronne que
I'on trouve presque tous les grands
groupes photosynthétiques. C’est
donc ici que 'on va pouvoir aborder
la question du moment et du
nombre des symbioses qui ont
conduit aux chloroplastes. Parmi les
organismes photosynthétiques, on
distingue plusieurs sous-groupes mo-
nophylétiques.

Les Straménopiles, dénomination
nouvelle [75], englobent toutes les
algues a chlorophylles a et ¢ (Chro-
mophytes a 'exception des Dinofla-
gellés c’est-a-dire algues jaunes, do-
rées mais aussi brunes, telles que les
Diatomées, les Chrysophytes, les Sy-
nurophytes, les Xanthophytes, les
Phaeophytes, etc.) ainsi que des
groupes non photosynthétiques tels
que les Oomycetes et les Hyphochy-
tridiomycetes qui possedent au
moins a un stade de leur cycle les fla-
gelles hétérokontes (figure 3).

Les algues vertes comme les algues
rouges forment chacune également
des groupes monophylétiques, les
algues vertes étant de plus sans ambi-
guité le groupe-frere des Métaphytes.
La question se pose donc immédiate-
ment de savoir si les trois grandes li-
gnées photosynthétiques, Rhodophytes,
Chlorophytes et Chromophytes, se re-
groupent en un superensemble mono-
phylétique. Si tel était le cas, cela s’inter-
préterait comme résultant d’une
symbiose primordiale unique d’une bac-
térie photosynthétique dans un hoéte
eucaryote suivie de la différenciation
ultérieure des chloroplastes en trois
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grands types pigmentaires au sein
méme des hotes eucaryotes successifs.
Alternativement, cela pourrait s’inter-
préter comme le résultat de symbioses
multiples et indépendantes. Compte
tenu de l'existence des Cyanobacté-
ries dont le systéme photosynthétique
est trés proche de celui des algues
rouges eucaryotes (chlorophylle a et
phycobilines) et des Prochlorophytes,
bactéries a chlorophylles a et b, com-
me les algues vertes, on pourrait ima-
giner qu’au moins deux événements
symbiotiques distincts, 'un donnant
naissance aux algues rouges par inges-
tion d’'une Cyanobactérie, 'autre aux
algues vertes par ingestion d’un Pro-
chlorophyte, se seraient produits,
lorigine des Chromophytes demeu-
rant ouverte.

Monophylie «rouge-vert». La ques-
tion a été abordée par deux voies
complémentaires: le séquencage de
genes nucléaires et I'analyse des gé-
nomes chloroplastiques et mitochon-
driaux. Dans le cas d’'un événement
symbiotique unique, on s’attend en
effet a ce qu’il y ait superposition
entre les arbres obtenus a partir de
marqueurs nucléaires et ceux obte-
nus a partir de marqueurs d’orga-
nites. Si des symbioses multiples se
sont produites, par contre, l’arbre
établi a partir d’'un marqueur nu-
cléaire ne se superposera pas néces-
sairement a celui établi a partir d’un
marqueur d’organite [76].

L’analyse de génes nucléaires n’a pas
permis d’apparenter fermement les
trois grandes catégories d’organismes
photosynthétiques; tous (a I'excep-
tion des Eugléniens) émergent dans
la «couronne terminale » mais les sé-
quences d’ARNr ou de protéines ne
permettent pas d’en faire un groupe
monophylétique solide. L’analyse de
séquences chloroplastiques [76, 77] a
fourni des résultats plus clairs: toutes
les séquences d’ARNr chloroplas-
tiques viennent se positionner en
groupe-frére des Cyanobactéries; si
cela était attendu pour les chloro-
plastes «rouges» dont les parentés
avec les Cyanobactéries avaient été
notées de longue date, le résultat
était plus significatif pour les chloro-
plastes «verts » dont on pouvait se de-
mander s’ils ne dérivaient pas plutodt
d’une bactérie «verte» Prochloro-

phyte. La seconde hypothése a pu
étre rejetée et les résultats étaient
donc compatibles avec une origine
monophylétique des chloroplastes
rouges et verts. On en déduit que les
hotes sont aussi vraisemblablement
monophylétiques. Une seule compli-
cation est apparue dans ces analyses,
quand on a étudié des séquences
protéiques chloroplastiques: si la ma-
jorité d’entre elles confortent le ré-
sultat obtenu avec I’ARNr, celles des
deux sous-unités de la ribulose di-
phosphate carboxylase (rbcL et rbcS)
des algues rouges se regroupent clai-
rement avec des séquences de Pro-
téobactéries du groupe o/ plutot
qu’avec des Cyanobactéries. Ce résul-
tat a été interprété comme un trans-
fert latéral de ces genes dans le chlo-
roplaste ancestral des algues rouges,
apres 'installation de la Cyanobacté-
rie et la divergence de la lignée allant
vers les algues vertes. Des travaux ré-
cents sur les génomes mitochon-
driaux des algues rouges [78] ainsi
qu'une réanalyse des données de
génes nucléaires [79], viennent
conforter I’hypothese de la mono-
phylie «rouge-vert».

Les chromophytes: symbiose primai-
re et symbiose secondaire. La parenté
rouge-vert étant suggérée, qu’en est-il
des jaunes-bruns (Chromophytes) ? 11
convient de distinguer a ce niveau
symbiose primaire et symbiose secon-
daire. Nous avons en effet souligné au
début de cet article la présence d’une
structure trés particuliere dans le
groupe des Chromophytes, le chloro-
plast endoplasmic reticulum, ou CER (fi-
gure3). L’interprétation de cette
structure est venue de I’étude d’un
groupe de protistes flagellés, les Cryp-
tophytes, qui possédent un chloro-
plaste de type «rouge » également en-
touré d’'un CER mais avec, en plus,
entre 'enveloppe chloroplastique et
les membranes du CER, un noyau de
petite taille (le nucléomorphe) a ca-
ractéristiques eucaryotes: enveloppe
nucléaire a deux membranes percée
par des pores nucléaires typiques,
présence de chromosomes. Cela a
suggéré qu’on avait affaire chez les
Cryptophytes a la symbiose d’un eu-
caryote «rouge » (Rhodophyte) dans
un hote eucaryote [80]. C’est bien ce
qui a été démontré par un élégant
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travail de Douglas et al. [81] qui, en
séquencant les divers types d’ARNr
de type eucaryote présents chez une
Cryptophyte, ont montré que l'un
des genes se regroupe sans ambiguité
avec ceux des Rhodophytes (celui du
symbionte) tandis que I'autre (celui
de I’hote) se place ailleurs dans la
couronne terminale, se regroupant
avec un flagellé, Goniomonas [82]. Le
nucléomorphe est donc le noyau ré-
siduel d’une algue rouge englobée
par un autre protiste et les deux
membranes du CER s’interprétent
alors comme correspondant a la
membrane plasmique de I’algue rou-
ge et la membrane de phagocytose
de I’'hote [83]. Par extrapolation, on
peut penser que le CER des Chromo-
phytes a une origine analogue, a ceci
prés que dans leur cas il n’y aurait
plus aucune trace du noyau résiduel.
C’est par une hypothese analogue de
symbiose secondaire relativement ré-
cente que I'on explique la présence
de chloroplastes a trois membranes
chez certains Eugléniens, ce qui ré-
sout par la méme occasion la contra-
diction apportée par la position assez
basse de ce groupe dans l'arbre gé-
néral des Eucaryotes.

En résumé, I'histoire de la machine-
rie photosynthétique des eucaryotes
semble avoir correspondu a une sym-
biose primaire unique et relativement

Figure 6. La «couronne terminale »
des Eucaryotes. Cet arbre constitue
une portion de la figure 4 reprise ici
de fagon détaillée; il a été construit
avec la méme méthode (neighbor-joi-
ning) mais en utilisant tous les types
de substitutions, transitions et trans-
versions. On y voit émerger de
grands ensembles monophylétiques
(Rhodophytes, Alvéolobiontes, Stra-
ménopiles, Chlorophytes-Métaphytes,
Champignons, Meétazoaires triplo-
blastes), a lintérieur desquels des
« phylums » monophylétiques sont a
nouveau décelables (par exemple,
Sporozoaires et Ciliés a l'intérieur des
Alvéolobiontes). En revanche, 'ordre
relatif d’émergence de ces grands en-
sembles est tres difficile a établir; les
valeurs de bootstrap, toutes infé-
rieures a 50 % dans ces cas, n‘ont pas
été figurées.
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tardive d’'une Cyanobactérie chez un
protiste avec un apport latéral de cer-
tains genes (rbcL et rbcS) d’une Pro-
téobactérie chez les Rhodophytes et
les Chromophytes, suivis, vraisembla-
blement, de plusieurs événements de
symbiose secondaire donnant naissan-
ce de maniere indépendante aux
Cryptophytes, aux Chromophytes et
aux Eugléniens [84-86].

¢ Origine des Métazoaires

La recherche des plus proches pa-
rents des Métazoaires a récemment
été abordée. Rappelons que cette
question a €été longuement débattue
depuis le XIX®siecle et que toutes
sortes de propositions ont été faites.
Celle qui revient avec le plus de régu-
larité dans les traités de zoologie
consiste a apparenter de petits pro-
tistes, dont le flagelle est entouré
d’une collerette, les Choanoflagellés,
aux éponges dont les cellules de I'en-
doderme, appelées choanocytes, pré-
sentent une structure treés similaire.
Puis on apparente les Eponges au res-
te des Métazoaires en raison, en parti-
culier, de 'existence du collagene. La
phylogénie = moléculaire  semble
conforter cette vieille hypothése [87].
Il reste a identifier le groupe-frére de
I’ensemble Choanoflagellés-Eponges-
Métazoaires. Les phylogénies molé-
culaires laissent penser qu’il s’agit
des Champignons [87-89]. Cavalier-
Smith [90] avait déja proposé une
telle idée, en se basant sur des carac-
teres métaboliques et cellulaires. En
effet, les Champignons et les Méta-
zoaires partagent divers caractéres
comme: un exosquelette chitineux,
du glycogéne mais pas d’amidon, des
mitochondries dont le code géné-
tique utilise UGA pour le tryptopha-
ne, a la différence des mitochondries
de plantes vertes. De plus, les Chytri-
diomycetes, qui sont a la base des
Champignons, et les Choanoflagellés,
qui sont a la base des Métazoaires,
possedent tous deux des mitochon-
dries a crétes aplaties, non discoides,
et un flagelle simple postérieur.

Une telle situation phylogénétique
des Champignons est encore sujet de
débats [91, 92], mais, si elle était
confirmée, elle pourrait avoir une
grande importance. En effet, le géno-
me de Saccharomyces cerevisiae est en

voie d’étre séquencé dans son entier.
Il pourrait alors réaliser un groupe
extérieur idéal pour étudier I’évolu-
tion du génome des animaux.

Congruence et contradictions avec
les arbres protéiques

Une base de données substantielle
commence a étre disponible pour di-
vers genes codant pour des protéines
a large distribution phylogénétique.
Ce sont les: tubulines, actine, glycé-
raldéhyde-3-phosphate  déshydrogé-
nase et, surtout, facteurs d’élonga-
tion de la synthese protéique (EF-la
en particulier) et protéines de choc
thermique (HSP70) dont la vitesse
d’évolution parait bien adaptée aux
grandes distances évolutives. Plu-
sieurs arbres couvrant I’ensemble des
eucaryotes ont été construits avec ces
marqueurs et, si on constate une cer-
taine congruence avec ceux fondés
sur les ARNr, mais aussi quelques
contradictions.

¢ La meilleure congruence entre pro-
téines et ARNr est obtenue pour les
taxons de la zone I (Microsporidies,
Diplomonadines et Trichomonadines).
En effet, pour la plupart des genes sé-
quencés (EF-1a, EF2, HSP70, tubuline
B3, Ile et Val ARNt synthétases et acti-
ne), les représentants de ces groupes
se situent a la base de I’arbre des Eu-
caryotes, comme avec les ARNr (figu-
re4). Néanmoins, pour quelques
geénes (GAPDH, glutamate deshydro-
génase et triosephosphate isoméra-
se), ils émergent tres tardivement,
pres des organismes multicellulaires.
Cependant, il faut noter que ces
genes fournissent une image évoluti-
ve trés confuse, ou de nombreux
groupes indiscutablement monophy-
létiques ne sont pas retrouvés. Ils ne
sont donc probablement pas de bons
marqueurs phylogénétiques [93, 94].

¢ Des contradictions plus importantes
concernent la zone II de I’arbre des
Eucaryotes. Par exemple, les Rhizo-
podes, qui sont polyphylétiques avec
les ARNr, apparaissent monophylé-
tiques avec l’actine (tout au moins
pour Acanthamoeba, Dictyostelium et
Physarum). De plus, les contradictions
apparaissent aussi entre protéines
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ellesmémes. Le consensus que l'on
pourrait tirer de toutes ces comparai-
sons est celui d’une fusion des zones
2 et 3 de l'arbre de la figure 4. Néan-
moins, la quantité de séquences dis-
ponibles est encore insuffisante pour
discuter ce probleme en détail. Nous
allons nous contenter d’aborder le
cas d’une espece, Dictyostelium, et
d’un gene, EF-1a.

En effet, la position de Dictyostelium
est actuellement tres controversée.
Avec les ARNr (figure 4), il constitue
le groupe-frére de la couronne ter-
minale des eucaryotes. C’est pour-
quoi il est trés souvent utilisé
comme groupe extérieur pour
I’étude de cette région de I’arbre.
Deés 1990, Loomis et Smith [95] ont
contesté ce résultat, en remarquant
que I’ARNr de Dictyostelium est
pauvre en GC (40 %) et que cela
pourrait biaiser I’analyse phylogéné-
tique. Récemment, en utilisant une
vingtaine de genes différents, il a été
proposé que Dictyostelium forme le
groupe-frére de I’ensemble Champi-
gnons/Métazoaires, a 1’exclusion
des Chlorobiontes [96]. Mais, si
cette analyse est représentative au
niveau génomique, elle ne ’est pas
au niveau taxonomique, puisque
seulement 5 espéces ont été utili-
sées. Or nous avons vu dans le pre-
mier article 'importance qu’avait
I’échantillonnage taxonomique. De
plus, pour l'instant, Dictyostelium est
le seul représentant des Acrasiomy-
cetes a avoir été séquencé, ce qui est
clairement insuffisant. En définitive,
Dictyostelium pourrait bien apparte-
nir a la couronne terminale, ainsi
que la plupart des groupes de la
zone II.

Le facteur d’élongation EF-1a a été
abondamment séquencé et fournit
donc une image assez complete de
la phylogénie des Eucaryotes (figure
7). On remarque I’émergence préco-
ce des Microsporidies et des Diplo-
monadines, la monophylie d’un en-
semble Métazoaires/Champignons
mais surtout le mélange des zones 2
et 3. Par exemple, Dictyostelium est le
groupe-frere des Rhodobiontes, et
ce groupe est situé entre les Chloro-
biontes et les Métazoaires. Un résul-
tat frappant est la non-monophylie
des Ciliés (Euplotes, Tetrahymena et
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Stylonychia) — et par voie de consé-
quence des Alvéolobiontes — et leur
émergence tres précoce (avant les
Euglenozoa, voire avant Entamoeba).

¢ La zone II estelle un artefact?
Nous avons vu dans l'article précé-
dent que la vitesse d’évolution était
un parameétre primordial et que plus
un geéne évoluait vite a lintérieur
d’une lignée évolutive, plus cette li-
gnée émergeait de maniere précoce
dans la phylogénie construite a partir
de ce géne, a cause du phénomene
d’attraction des longues branches
[97]. On peut comparer les vitesses
d’évolution a l'intérieur des Eugleno-
zoa (estimée par la distance entre Eu-
glena et Trypanosoma) et a I'intérieur
des Ciliés (estimée par la distance
entre Stylonychia et Tetrahymena). Pour
I'ARNr, le rapport des vitesses est de
0,4 alors que pour EF-1q, il est de 1,4.
En d’autres termes, 'ARNr des Eugle-
nozoa évolue vite et ceux-ci émergent
alors de maniere précoce (figure 4)
alors que leur facteur d’élongation
évolue lentement et ils émergent tardi-
vement (figure 7). On a bien sur le ré-
sultat exactement complémentaire
pour les Ciliés. Ainsi, la zone II obser-
vée dans les phylogénies construites
avec les ARNr pourrait n’étre qu’un
artefact dii a 'accélération de la vitesse
d’évolution des ARN ribosomiques, en
particulier chez les Rhizopodes et les
Euglenozoa. L'histoire des Eucaryotes
se résumerait alors a ’émergence pré-
coce de quelques groupes (Microspo-
ridies, Diplomonadines et Trichomo-
nadines) suivie d’une gigantesque
radiation au sein de laquelle presque
tous les phylums eucaryotes se seraient
différenciés en un temps trés court.

De P'intérét d’une vision historique

Au terme de ces deux articles, deux
points principaux se dégagent. Le
premier concerne la structure de
I’arbre phylogénétique des FEuca-
ryotes et les perspectives d’améliora-
tion de sa résolution.

* La structure de I'arbre phylogéné-
tique des Eucaryotes. Une armature
relativement solide a été obtenue ces
derniéres années, principalement en
ce qui concerne 'existence de deux

épisodes évolutifs majeurs, 1'appari-
tion des premieres lignées eucaryotes
d’une part et la grande radiation des
Eucaryotes et le passage a la multicel-
lularit¢é de maniere indépendante
dans plusieurs lignées d’autre part.
Ces deux phases peuvent étre consi-
dérées comme bien établies. Toute-
fois, les détails des ordres de bran-
chement, tout particuliecrement dans
la « couronne terminale », se révélent
tres difficiles a établir avec les mé-
thodes habituelles de la phylogénie
moléculaire.

L’avenir consistera vraisemblable-
ment en 'exploitation de deux voies
nouvelles.  D’abord  lutilisation
d’autres types de caracteres molécu-
laires que la simple succession des
nucléotides. Il apparait de plus en
plus clairement que des caractéres
de type qualitatif tel que 1’ordre rela-
tif des genes, la présence de singula-
rités telles que des introns, des inser-
tions et d’autres caractéristiques
génomiques structurales sont d’un
trés grand intérét phylogénétique.
L’un des beaux exemples récents est
I'utilisation de l'ordre dans lequel
les geénes sont disposés sur le géno-
me mitochondrial comme caractéere
phylogénétique pour reconstruire
I’histoire des eucaryotes [98]. Ensui-
te, on peut attendre des progres
dans les méthodes de traitement des
données ellessmémes. Jusqu’ici, par
exemple, les différentes substitutions
nucléotidiques observées entre sé-
quences homologues ont été traitées
de maniere identique. Or, on sait
que les différents sites d’'un gene
fixent les mutations a des taux extra-
ordinairement différents. De nom-
breuses équipes sont a la recherche
de méthodes objectives pour réaliser
une pondération tenant compte de
cette réalité.

¢ La perspective phylogénétique. Le se-
cond point concerne I'intérét a replacer
les organismes dans leur cadre histo-
rique (ou «généalogique »), autrement
dit a disposer d’'une perspective phylo-
génétique. Fondamentalement, c’est a
la lumiére de la trajectoire évolutive
des étres vivants que leurs caractéris-
tiques moléculaires ou morpholo-
giques prennent tout leur sens. Cela
s’explique de deux facons.
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Figure 7. Arbre phylogénétique du facteur d’élongation EF1-a. Cet arbre
montre de nombreuses congruences avec celui issu des ARNr. Par exemple,
Microsporidies et Diplomonadines se placent a la base de la partie « euca-
ryote » de I'arbre, les Euglenozoa sont retrouvés, les Champignons sont bien
monophylétiques, etc. Noter cependant que les Ciliés et les Alvéolobiontes
ne sont pas monophylétiques, et qu’ils émergent avant les Euglenozoa.

D’abord, la structure de ’arbre in-
dique rapidement les proximités
qui existent entre grands groupes
biologiques; elle peut donc guider
le choix des organismes sur les-
quels on fait porter un effort expé-
rimental particulier. La position
vraisemblable des Champignons
comme groupe-fréere des Méta-
zoaires est, a cet égard, frappante.
Elle fournit un argument supplé-
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mentaire justifiant a posteriori I'im-
portant effort réalisé pour le sé-
quencage du génome complet de
Saccharomyces en montrant que cet
organisme n’est, en définitive, pas
si éloigné des animaux qu’on au-
rait pu le penser. Il serait objectif
d’ailleurs que l’on cesse de quali-
fier la levure de lower eukaryote, en
tenant compte des résultats de phy-
logénie moléculaire.

En deuxieme lieu, et de maniere plus
profonde, la connaissance de la phy-
logénie d’'un ensemble d’organismes
permet d’interpréter avec beaucoup
plus de confiance les divers carac-
teres phénotypiques de chacun de
ces organismes comme étant «ances-
traux» ou «dérivés». Par exemple,
en observant que les Champignons et
les Métazoaires émergent dans la
couronne terminale, on peut com-
prendre les similitudes frappantes
constatées actuellement dans la réali-
sation de tous leurs processus cellu-
laires «de base». Qu’il s’agisse des
modalités du transit intracellulaire
des protéines, de l’exocytose, de
I’endocytose, de la mitose, ou de la
régulation du cycle cellulaire, on est
frappé des homologies décrites quoti-
diennement entre génes de levure et
genes de Mammiféres. Ceci peut
s’expliquer par le fait que ces deux
groupes dérivent d’ancétres ayant
sans doute connu une longue phase
préalable d’histoire a I’état unicellu-
laire. C’est au cours de cette phase
qu’auraient été mises en place toutes
les fonctions fondamentales de la cel-
lule eucaryote. Nous avons discuté
dans un autre article de tous les ac-
quis des protistes et de ce qui restait
a «inventer» pour passer au stade
multicellulaire [99]. De la méme ma-
niére, c’est en sachant que I'Am-
phioxus (Céphalocordé) émerge com-
me groupe-frére de I’ensemble des
Craniates que l'on peut interpréter
I’évolution du nombre de complexes
de geénes homéotiques [100], 1 chez
I’ Amphioxus et 4 chez les Vertébrés: 2
duplications se sont trés vraisembla-
blement produites a la base de
I'arbre des Vertébrés (m/s n°l1l,
vol. 10, p. 1178).

En résumé, I'exercice consiste en
une opération de superposition: en
utilisant I’arbre phylogénétique des
especes comme structure de référen-
ce, on replace dessus les caractéris-
tiques biologiques que 'on étudie.
Ainsi s’éclairent leur origine et les
modalités de leur diversification.
C’est ce que Dobzhansky a voulu dire
par son célébre aphorisme : « Nothing
in biology makes sense except in the light
of evolution » (Rien n’a de sens en bio-
logie qu’a la lumiere de l’évo-
lution) =

XV
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