Thématique de recherche

Tristan Lefébure

Mes recherches incluent une grande variété de modeles biologiques (des crustacés aux
bactéries), d’habitats (des eaux souterraines aux tissus des mammiferes colonisés par des
pathogenes), et de champs d’applications (de la gestion de la biodiversité a la médecine).
Cette apparente hétérogénéité recouvre en fait un seul et unique but : comprendre les
mécanismes évolutifs et adaptatifs a 1’origine de la biodiversité en utilisant le matériel
porteur de I’information génétique, I’ADN et le génome. L’essor des méthodes
moléculaires, hier la PCR et aujourd’hui les nouvelles techniques de séquencage [1], mais
aussi I’essor des méthodes de modélisation probabiliste ainsi que 1’accroissement de la
puissance de calcul, ouvrent de nouvelles voies quant a notre compréhension de
I’évolution biologique. J’ai développé ces approches dans des cadres universitaires ou
I’évolution n’est généralement pas le principal sujet d’étude (un laboratoire d’écologie et
une école vétérinaire). En cela je pense que mes recherches ont ouvert de nouvelles
perspectives et ont une nouvelle fois vérifié I'universalité des sciences de 1’évolution et
leur role fondamental en biologie. Concernant le futur, je m’intéresse maintenant a un
modele souterrain en particulier, Proasellus, pour comprendre les phénomenes adaptatifs
a I’échelle génomique. Ce modele tres riche permettra de s’attaquer a des questions tels
que I’évolution du taux de substitution, de la taille des génomes, de la composition des
protéines, du devenir des pseudo-genes, de la régulation du vieillissement, ..., le tout dans
un cadre comparatif extrémement riche.

1 - Biodiversité, évolution et biogéographie souterraine

La tres grande majorité des organismes souterrains présentent les mémes caractéristiques
[2-6]: anophtalmie, dépigmentation, cycle de vie allongé, rallentissement du métabolisme,
résistance a des périodes prolongées de jeline et d’hypoxie ...A cela on peut rajouter un
fort endémisme associé a un fort rapport # [7, 8], représentatif des fortes radiations
spécifiques. La plupart de ces caractéristiques ont été acquises par convergence au cours
de l’adaptation aux conditions extrémes des milieux souterrains. Dans ce cadre, mon
travail de recherche a tout d’abord été¢ de vérifier a quel point ce phénomene massif de
convergence pouvait avoir une influence sur notre estimation de la biodiversité
souterraine. J’ai pour cela étudié la phylogéographie de deux especes contrastées de
Niphargus a I’aide d’un fort échantillonnage et du séquencage de plusieurs genes [9, 10].
Ces deux travaux ont démontré I'importance de la biobiversité cachée en milieu
souterrain, a savoir la sous-estimation par des techniques de taxonomie morpho-
anatomique classique du nombre d’especes. La synthése de ces travaux et d’autres [11],
ont également montrés combien la distribution des organismes souterrains est difficile a
appréhender a priori sans approche moléculaire : dans bien des cas I’endémisme est sous-
estimé, mais dans d’autre cas, moins nombreux, il peut €tre sur-estimé.

En parallele, j’ai étudié I'impact des phénomenes historiques, et particulierement les
glaciations du quaternaire, sur I’évolution et la distribution des organismes souterrains.
Classiquement, le milieu souterrain est considéré comme un milieu stable a 1’échelle des
temps géologiques, ce qui aurait permis a certaines lignées dites * fossiles ” ou “ reliques
” d’y subsister [12]. Le corrolaire a cette vision statique du milieu souterrain, est de le
considérer comme un milieu refuge ol s’accumule au cours des temps les especes “
reliques ”. Néanmoins il est également supposé que des événements comme les
glaciations ou des périodes d’arridification ont pu détruire la faune souterraine. Mes



recherches phylogéographiques ont tout d’abord montré que certaines populations de
Niphargus rhenorhodanensis ont probablement survécu aux glaciations au cceur méme
des Alpes [10]. Enfin, une analyse de la structure génétique couplée a une analyse de
distribution de Niphargus virei a I’échelle du Jura, ont montré combien la derniere
glaciation a repoussé la distribution de cette espece aux limites de 1’extension des glaciers,
laissant, plusieurs milliers d’années apres le retrait des glaciers, une forte empreinte sur la
distribution et la structure génétique de Niphargus virei [13].

Le dernier aspect que j’ai étudié est la structuration des populations souterraines et
leur capacité de dispersion. Il est communément établi dans la littérature que les
organismes souterrains ont de tres faibles capacités de dispersion, générant ainsi un fort
endémisme. Toutes mes recherches confortent cette idée [9, 10, 13]. Cependant nous ne
savons toujours pas quels sont les obstacles a la dispersion en milieu souterrain : est-ce la
biologie de ces organismes ou bien la structure de leur habitat ? Dans ce dernier cas,
quels sont les obstacles physiques a la dispersion ? Répondre a ces questions aurait de
fortes implications en biologie de la conservation, car dans bien des cas les especes
souterraines endémiques sont potentiellement menacées par la pollution ou la sur-
exploitation des aquiféres. Hors, nous n’avons presque aucune idée de la taille et de la
distribution des populations, voire de la continuité de leur habitat. Il est alors tres difficile
de faire des pronostiques quant a la survie d’une espeéce et quant aux stratégies qui
devraient €tre conduites. Pour répondre a ces questions, j’ai procédé a un important
échantillonnage régional, et j’ai analysé la structure génétique de Niphargus virei a 1’aide
de marqueurs AFLP. Un Systeme d’Information Géographique de la région étudiée
recoupant la distribution des aquiferes et leurs caractéristiques, a été développé. Le
couplage de ces infomations génétiques et géographiques est le sujet d’un article en
préparation, déja partiellement publi€é dans ma these [14].

2 - Le concept d’espece, la taxonomie moléculaire et le DNA barcoding

D’un c6té, le développement des techniques de séquengage haut-débit, et de 1’autre, la
quantité gigantesque d’especes a décrire alors que le nombre de spécialistes ne fait que
diminuer, ont conduit certains auteurs a proposer un systéme taxonomique ou I’ADN
aurait un role central [15-19]. Cette proposition a soulevé de vives réactions ou, péle-
méle, sont confrontés des arguments théoriques, techniques et de politiques scientifiques
[20-27]. Une partie importante du débat est issue d’une confusion sur la définition méme
de la taxonomie moléculaire. Sous les termes de “DNA taxonomy” et de “DNA
barcoding” se cachent en faite deux objectifs: (1) le développement de techniques
d’identification moléculaire (auxquelles le terme “ DNA barcoding ” serait le plus
approprié), et (2) le développement de méthodes de définition et de classification de
nouveaux taxons. Alors que le premier objectif est finalement la recherche de
synapomorphies moléculaires, le second implique que I’hypothétique classification
moléculaire et la classification actuelle soient cohérentes. Cela sous-entend, entre autre,
qu'une gamme de divergence moléculaire puisse €tre attribuée a un rang taxonomique,
nommé alors MOTU (“Molecular Operational Taxonomic Unit”, [19]). Les détracteurs
comme les avocats de la taxonomie moléculaire s’entendent sur le fait que ce dernier
point est une limitation majeur au développement de cette démarche [15, 19, 23, 24, 28].
J’ai mis au point un test de la corrélation entre divergence moléculaire et rang
taxonomique chez les crustacés a partir des séquences de COI et de 16S disponibles dans
les bases de données génomiques [29]. Nous avons observé une corrélation globale entre
la divergence moléculaire et les rangs taxonomiques. Cette corrélation est
particulierement forte pour le COI au niveau des faibles rangs taxonomiques. Pour les
niveaux taxonomiques plus élevés, la corrélation diminue fortement jusqu’a devenir tres



faible entre familles. En supprimant de notre jeu de données les cas reconnus de diversité
cachée, ainsi qu’un genre de décapode possédant des divergences inter-especes tres
faibles, nous avons montré que les divergences intra-especes et inter-especes peuvent étre
discriminées avec un trés fort succes (99%) en utilisant un seuil moléculaire de 0,16
substitutions par site. Il semble qu’il existe une entité morphologique et moléculaire qui
correspond a ce qui est couramment appelé une espece chez les crustacés. Dans ce cadre,
le terme d’espece désigne la plus petite unité taxonomique et est ainsi indépendant d’une
définition particuliere de I’espece. On peut alors le remplacer par celui d’OTU (i.e.
“Operational taxonomic unit”). Cette adéquation nous a permis de proposer un outil pour
aider la délimitation des espeéces de crustacés. Elle fournit également un marqueur
pragmatique de la biodiversité des eaux souterraines.

Afin de tester la capacité universelle du COI a délimiter les especes, je suis entrain de
généraliser le méme type d’analyse a tous les métazoaires. Les résultats préliminaires
montrent que les divergences moléculaires du COI permettent de délimiter la plupart des
especes avec succes. Ils montrent néanmoins qu’il n’existe pas un seuil moléculaire
universel, mais plutdt autant de seuil que de genre. Certains groupes montrent
d’importantes exceptions a cette régle, comme les crustacés, certains ordres d’insectes et
les chiroptéres, ou la délimitation des espéces reste possible avec un unique seuil
moléculaire. Ces succes sont a la fois a mettre au compte d’une homogénéité dans les taux
de mutations du COI et dans les techniques de délimitation employées par les
taxonomistes au sein de ces groupes, mais ils sont surtout a mettre au compte d’importants
“barcoding gaps”, a savoir la présence de grande variation entre les divergences intra et
inter-spécifiques.

3 - L’évolution des pathogénes bactériens

Beaucoup de groupes de pathogénes montrent d’étonnantes capacités d’adaptations. Par
exemple, certaines especes ou souches sont strictement adaptées a un hote alors que
d’autres parasitent un large éventail d’hotes, certaines especes sont sujettes a des sauts
d’hotes et de rapide pandémie alors que d’autres pas, beaucoup de pathogenes acquierent
de nouveaux facteurs de virulence ou deviennent résistants aux antibiotiques dans des
périodes de temps records ...Bien que beaucoup de génomes de pathogenes bactériens est
été séquencés, on connait encore assez peu I’évolution des pathogenes et leurs
mécanismes adaptatifs [30-33]. Les transferts latéraux de geénes sont supposés étre un
mécanisme fondamental [34-37], mais ’on ne connait pas leur étendue a 1’échelle
génomique, leur fréquence, ainsi que leur part dans 1’adaptation des pathogenes. Mon
travail de recherche est alors de décrire les processus adaptatifs de certains des principaux
groupes de pathogeénes, comme les genres Escherichia, Streptococcus, Campylobacter et
Staphylococcus, a partir de données génomiques, de méthodes phylogénétiques et de
modélisations de [’évolution moléculaire, autrement dit, par une approche
phylogénomique.

J’ai tout d’abord étudié 1’évolution du genre Streptococcus, et I’'importance relative
des transferts de génes et de la sélection naturelle positive sur I’évolution des protéines, et
ce a différentes échelles évolutives et dans différents compartiments génomiques [38].
Cette étude a montré combien la sélection naturelle avait modelé et adapté une grande
partie du génome-noyaul des différentes espéces de Streptococcus. Cette étude a
également souligné 1’importance des transferts de genes a toutes les échelles évolutives,
générant un large pan-génome2, mais participant également a 1’évolution du génome-

1 Le génome-noyau, “the core-genome”, est la portion du génome partagée par tous les
membres de la méme espece (généralement 75% du génome)
2 Le pan-génome, “the pan-genome”, est I’ensemble des genes trouvés chez une espece



noyau. Une analyse similaire chez le genre Campylobacter a montrée que plus de 90% du
génome-noyau est sous sélection positive. Bien que les différentes especes de
Campylobacter partagent le méme habitat (les intestins de mammiferes), tres peu de cas
de convergence moléculaire ont été détecté, laissant au contraire supposer que la sélection
positive est liée a un processus de divergence fonctionnelle. Ces découvertes supportent
I’'idée selon laquelle I’intestin est un habitat tres hétérogegene ou la compétition entre
taxon est tres forte, entrainant une tres forte dynamique adaptative.

Par la suite, nous avons séquencé le génome de Streptococcus canis, le groupe frere de
Streptococcus pyogenes, ’'un des principaux pathogenes humains. La particularité de
S. pyogenes est d’étre un pathogeéne strictement humain, alors que les autres especes du
groupe “pyogenic” sont des généralistes colonisant plusieurs hotes. L’évolution de
S. pyogenes a donc €été principalement marquée par la stricte adaptation a 1’hote humain.
Une analyse phylogénomique a montré que cette adaptation est corrélée a des gains de
facteurs de virulence, mais aussi au développement de nouveaux systemes de régulation
de la virulence, ainsi que 1’adaptation a de nouvelles sources de carbone et d’énergie
(publication en révision majeur). Une étude similaire a été entreprise pour déterminer
comment Staphylococcus aureus est devenu un pathogene humain, cette fois en
séquencant le génome de S. simiae, le groupe frere de S. aureus et pathogéne des singes
Saimiri.

J’ai également participé a plusieurs travaux sur ’acquisition de la résistance a
I’amoxicilline chez Streptococcus pneumoniae. Un premier article a permis de déterminer
la fréquence relative de propagation de la résistance par transmission horizontale (transfert
de gene) et verticale (dispersion clonale) [39]. Un deuxiéme article [40] propose de
nouveaux sites au sein de plusieurs des “Penicillin Binding Proteins” (pbpla, pbp2b,
pbp2x) qui pourraient avoir une implication dans la résistance a I’amoxicilline. Ces sites
présentent des exces de substitutions non-synonymes, indiquant de la sélection naturelle
positive, et sont corréles a des phénotypes résistants.

Depuis un an, je participe a un programme du NIH qui vise a reconstruire 1’évolution
du genre Streptococcus, en particulier le groupe “pyogenic”. Je coordonne le sequencage
et I’analyse des génomes d’une dizaine d’especes du groupe, mais aussi le séquencage
d’une centaine de souches pour trois especes de Streptococcus. Ce fort échantillonnage
permettra, a 1’aide de méthodes phylogénomiques et de génomique des populations,
d’obtenir une vision globale de I’évolution du groupe et de determiner les évenements
adaptatifs qui ont conduit a la diversification d’un groupe particulierement virulent et
diversifié.

4 - Le concept d’espece bacterienne

La définition du concept d’espece est ’'une des plus compliquées et controversées de la
biologie [41]. Elle devient d’autant plus un défi pour les microbiologistes [42-44], certains
considérant que le concept d’espeéce n’est pas applicable aux bactéries [45]. Tout d’abord,
les prokaryotes n’ont pas recours a la reproduction sexuée, réfutant ainsi toute notion
biologique de I’espece bactérienne. Enfin, ’afflux de données génomiques a démontré
I’importance a toutes les échelles évolutives des transferts latéraux de matériel génétique,
remettant en cause une vision phylogénétique uniquement verticale, et par la méme,
mettant a mal les notions phylogénétiques de 1’espece bactérienne. Récemment, le
séquencage de plusieurs souches au sein de la méme espece bactérienne, a dévoilé
I’existence d’un génome-noyau et d’un pan-génome [46, 47]. Il a alors été proposé que ce
qui caractérise I’espece est son genome-noyau. Néanmoins, comme démontré par mes
recherches [38], il est maintenant clair que le génome-noyau est lui aussi soumis a la

(pouvant étre 2 a 3 trois fois plus grand que le génome)



recombinaison. Une autre approche, “the species core-genome hypothesis”, permet
d’accomoder I’existence de transferts de génes au sein du génome-noyau [48]. Selon cette
hypothese, les individus de la méme espece bactérienne partageraient un génome-noyau
au sein duquel ils pourraient échanger du matériel génétique, alors que ces échanges
seraient stoppées entre especes différentes, permettant ainsi la formation de groupes
cohésifs, a I’instar des especes a reproduction sexuée. Ce comportement a été modélisé et
fonctionne in silico [49], néanmoins il n’existe pas de test in vivo. A partir de séquencage
Illumina pour 80 souches appartenant a deux especes soeurs de Campylobacter, j’ai pu
démontrer a la fois (1) ’existence d’un pan-génome fini, (i) ’existence d’un set de géne
unique a chaque espece, (iil) mais surtout la quasi absence de transfert de genes au sein du
génome coeur entre les deux especes, alors que ceux-ci sont courant au sein de la méme
espece [50]. Cette analyse conforte donc a 1’échelle génomique la théorie du “core-
genome hypothesis”. Une seconde publication en cours de préparation tirera cette fois
partie du grand nombre de génomes disponibles pour plusieurs especes des genres
Streptococcus,  Campylobacter,  Salmonella, Escherichia, Yersinia, Bacillus,
Staphylococcus et Clostridium, et tentera de valider 1’universalité des résultats obtenus
lors de 1’analyse précédente.
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