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Les horloges ¢
de I'évoluti

Le temps laisse aussi son empreinte dans les molécules

du vivant. Les biologistes exploitent ce phénomene,

nommé horloge moléculaire, pour remonter

le cours de I’évolution des organismes.

L’ESSENTIEL

v Des changements
surviennent dans I’ADN
et les protéines au cours
dutemps. Le rythme

de leur apparition,
relativement constant,
constitue I'horloge
moléculaire.

v/ Cette horloge permet
de dater la divergence
des groupes
phylogénétiques.

v En« assouplissant »
I'horloge, on tient mieux
compte des variations

du rythme d’évolution

de I'ADN d’une espece
aune autre.
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bélemnites... Ces animaux ont dis-

paru de la surface du globe il y a
plus de 65 millions d’années. Comment le
savons-nous ? Par une méthode éprou-
vée : la datation par isotopes radioactifs
des terrains les plus récents dans les-
quels leurs fossiles ont été découverts. On
dispose ainsi d'un registre paléontologique
qui s’étend jusqu’aux premieres cellules,
datées de 3,5 milliards d’années.

Le probleme, c’est que les archives
paléontologiques sont forcément incom-
pletes. Nous ne sommes jamais sirs
d’avoir mis au jour le plus vieux repré-
sentant d"un groupe donné. L'age le plus
reculé d'un groupe d’organismes n’est
doncjamais certain. En outre, certains fos-
siles sont difficilement identifiables, et
I’on ne peut les rattacher avec certitude
aux lignées des organismes vivants
actuels. Par ailleurs, beaucoup d’orga-
nismes ne se sont tout simplement pas
fossilisés, notamment parce qu'ils n'étaient
constitués que de tissus mous.

Aujourd’hui, pour décrire I'histoire
delavie, les spécialistes del’évolution font

D inosaures, ptérosaures, ammonites,

appel non seulement aux caracteres mor-
phologiques et anatomiques des orga-
nismes, mais aussi aux molécules, ¢’est-a-
dire a I’ADN (du noyau cellulaire et des
organites), aux ARN et aux protéines. L'étude
de ces différents caractéres permet de
construire des arbres phylogénétiques.

Ces derniers sont constitués de
branches, qui symbolisent’évolution des
lignées d’espéces, et de nceuds, qui dési-
gnent leurs ancétres communs. Il en res-
sort deux types d’informations : les
relations de parenté des organismes (deux
lignées liées par un nceud sont étroitement
apparentées), et leur « quantité d’évolu-
tion », représentée par la longueur des
branches de I'arbre.

Sur ces arbres, nous pouvons remonter
le temps et déterminer quand les groupes
d’organismes ont divergé, en profitant
d’un phénomene découvert dans les
années 1960 : 'horloge moléculaire.
Voyons commentelle fonc-
tionne et comment
on s’en sert.




Lesnucléotides et les acides aminés, les
constituants respectifs del’ADN et des pro-
téines, changentnaturellement dans les cel-
lules. Or, en 1962, le biologiste
austro-américain Emile Zuckerkandl et le
biochimiste américain Linus Pauling, de
I'Institut de technologie de Californie, pro-
poserent que ces changements se produi-
sentau cours du temps a un rythme constant
quelle que soit]’espece. Ils avaient constaté
que la séquence (la suite des acides ami-
nés) d'une protéine, la globine, présente
chez 'homme 18 différences comparée a
celledu cheval. IIs connaissaient par ailleurs,
d’apres les fossiles, a quelle époque la
branche menant aux primates sétait sépa-
rée de celle des périssodactyles, le taxon du
cheval. Ils concluérent a I'existence d'une
horloge moléculaire dont la valeur était
égale a un certain nombre de changements
d’acides aminés par million d’années ; ils
définirent ainsi un taux d’évolution. Ce
principe pouvait étre généralisé a d’autres
especes (voir 'encadré page 104).

Un chronometre
dans I’ADN

Admettons que les substitutions de nucléo-
tides dans1’ADN, et d’acides aminés dans
les protéines, apparaissent a un rythme
constant, quelle que soit 'espece : c’est
I'hypothese de I’horloge moléculaire glo-
bale, oustricte, proposée par Zuckerkand]l
et Pauling. Il devient alors possible de
déduire une date de séparation des lignées
des deux espéces du nombre de change-
ments moléculaires les distinguant — ou
divergence moléculaire. Cela revient a esti-
mer I'age de leur dernier ancétre commun.
Dans certains cas, on retrouve la tranche
d’ages établie a I'aide des fossiles. Dans
d’autres, lorsque les archives fossiles
sont restreintes ou absentes, on comble,
en utilisant cette méthode, un vide dans
I'histoire de I'évolution.

Par exemple, les plus proches parents
des oiseaux, dans la nature actuelle,
sont les crocodiliens. Or une protéine
nommée alpha-globine differe de 28 pour
cent entre le poulet et I'alligator. Dans

1. 'HORLOGE MOLECULAIRE correspond au
nombre de changements survenant dans une
molécule au cours d’'un temps donné. Associée
a la description des relations de parenté entre
organismes (de haut en bas, un ver plat, une
mouche, une grenouille et un singe]), elle per-
met de dater le moment ol ces lignées ont divergé.
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LE PRINCIPE DE LHORLOGE MOLECULAIRE

SEQUENCE PARTIELLE DE 'ALPHA-GLOBINE

Homme @ Q Q9
Vache @ o Q9
Ornithorynque @ o Q9
Poulet o 9

Carpe @ @ 0 X

Requin 000 (*) @

il'on analyse la séquence (la suite

d'acides aminés) d'une protéine,
quelle qu'elle soit, on constate qu'elle
différe d'une espéce a I'autre. Ainsi
en est-il des protéines de la famille
des globines, qui assurent le trans-
port de I'oxygéne chez les vertébrés.
L'alpha-globine constitue I'une des
quatre chaines protéiques possibles
(avec les chaines béta, gamma et
delta) de la molécule d’hémoglobine,
présente dans les globules rouges du
sang. La comparaison de sa séquence
chez'homme et la vache montre que

17 acides aminés sur 141 different,
ce qui représente 12 pour cent de
divergence (ci-dessus). Comparée a
I'alpha-globine de I'ornithorynque,
du poulet, de la carpe et du requin,
celle de I'homme diverge de 27, 30,
50 et 56 pour cent, respectivement.

L'horloge moléculaire repose sur
le nombre de changements d'acides
aminés qui se produisent au cours
du temps. Pour étalonner cette hor-
loge, il faut faire appel au registre
fossile des vertébrés. Par exemple, le
dernier ancétre commun connu des

00
00
00 )
00 o
Q000000
0000

lignées de la vache et de I'homme
estvieux d'environ 75 millions d'an-
nées ; celui des lignées du requin et
de I'homme a environ 430 millions
d'années. En placant les différents
ancétres communs sur une échelle
de temps, on peut dater les nceuds
d'un arbre phylogénétique décrivant
les relations de parenté entre les
six especes (ci-contre, a).

En représentant I'age de I'an-
cétre commun connu (en abscisses)
en fonction du pourcentage de diver-
gence de I'alpha-globine de I'homme

Acides aminés

© Alanine Leucine
Tyrosine Lysine
© Valine © Isoleucine

Acide aspartique @ Acide glutamique

© Phénylalanine Proline
Sérine © Thréonine
Histidine Asparagine
Glycine © Glutamine
© Arginine

vis-a-vis des cinq autres espéces (ci-
contre, b, en ordonnées), on constate
que la divergence augmente avec le
temps. La valeur de I'horloge, quant
a elle, reste, en moyenne, constante
durant 500 millions d'années (droite
verte) : elle estici de 0,125 pour cent
par million d'années. Comme il s'agit
d'une moyenne, il existe des écarts
avec les ages de certains ancétres
communs estimés d'apres les fossiles
(fléches rouges).

I’hypothese de I'horloge globale, I'age de
la séparation des deux lignées, doncl'age
deleur dernier ancétre commun, peut étre
calculé, sachant que 0,125 pour cent de
changements surviennent par million d'an-
nées. Il serait ici de 28/0,125, soit 224 mil-
lions d’années. Les archives fossiles, quant
a elles, font remonter les archosaures, les
ancétres des crocodiliens et des oiseaux,
a environ 250 millions d’années.

Les soubresauts
de I'horloge

Enpratique, I"utilisation de1'horloge molé-
culaire se révele compliquée. Il est d’abord
difficile, contrairement aux apparences,
de déterminer exactement le degré de
divergence d'une séquence moléculaire
entre deux espéces. En effet, dans la molé-
cule d’ADN, unnucléotide remplace d’au-
tant plus facilement un autre nucléotide
qu'il appartient a la méme famille chi-
mique (les bases puriques ou les bases
pyrimidiques). De méme, dans une pro-
téine, un acide aminé hydrophobe est rem-
placé plus souvent par un autre de méme
propriété chimique - une glycine par une
valine, par exemple — que par un acide
aminé hydrophile, telle une sérine. Il
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faut donc corriger les estimations de degré
dedivergence al’aide de modéles de pro-
babilité appropriés.

Deuxiemement, tous les changements
de séquences ne sont pas détectés puis-
qu'un méme site, dans une molécule, peut
changer de multiples fois au cours de
I'évolution, seul l’état final de la séquence
étant observé. On risque donc de sous-
estimer le taux de divergence moléculaire,
et donc de faire passer une séparation

2.MEMBRE DU GROUPE DES TUNICIERS, cette
ascidie (Styela truncata] fait partie, comme les
vertébrés, de 'embranchement des chordés. Pour-
tant, le génome des tuniciers change plus rapi-
dement que celui des vertébrés, ce qui disqualifie
la notion d’horloge moléculaire a taux fixe.

de deuxlignées pour plus récente qu’elle
ne Ia été en réalité.

Plus problématique, I'hypothese de
I'horloge moléculaire globale ne tient
pas si on la confronte a la réalité. Ainsi,
lorsque nous construisons les arbres phy-
logénétiques des rongeurs et des primates,
nous constatons que, pendant un méme
laps de temps, les génomes du rat et de
la souris ont plus changé que ceux de
I’homme et du chimpanzé. De méme, a
une plus grande échelle taxonomique,
I’ADN mitochondrial et nucléaire des tuni-
ciers (violets, ciones, ascidies) change plus
rapidement que celui de leurs plus proches
parents, les vertébrés.

Ces disparités du rythme d’évolution
des génomes ont des causes multiples.
Citons, par exemple, la plus ou moins
grande efficacité dela réparation de]’ADN
(des especes qui réparent mal leurs muta-
tions évoluent plus vite), etla fréquence de
la reproduction (des espéces qui se repro-
duisent plus fréquemment que d’autres
sont sujettes a plus de mutations).

De surcroit, au sein d’une méme
espece, différents genes ou protéines
peuvent évoluer a des vitesses différentes.
En régle générale, plus une molécule est
importante pour le fonctionnement del'or-
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Ornithorynque

Divergence moléculaire (en pour cent)

Requin

Carpe

Poulet

Dernier ancétre commun
de lavache et de 'homme

Homme

Vache

a

Dernier ancétre commun
du requin et de 'lhomme

Millions d’années

T T T T
0 100 200

50
56
60 -

Variation de la divergence b
au cours du temps = 12,5 %
pour 100 millions d’années

T T T T 1
300 400 500

ganisme, moins elle évolue vite. Par
exemple, les histones, protéines liées a
I"ADN, évoluent tres lentement, tandis que
les globines, protéines impliquées dans le
transport de 1'oxygene, et les fibrinopep-
tides, qui interviennent dans la coagula-
tion sanguine, changent plus rapidement.
IIn’existe donc pas une, mais des horloges
moléculaires, selon la molécule étudiée. ..
C’est un avantage : lorsque le taux d’évo-
lution de la protéine est important, I'hor-
loge représente un sablier utilisable pour
étudier les courtes périodes; lorsque le taux
est faible, elle peut étrel’équivalent d’hor-
loges isotopiques pour les longues durées.

Assouplir I'horloge

Toutefois, dés que I’on veut comparer une
méme molécule dans différentes lignées,
on est confronté a la disparité des vitesses
d’évolution moléculaire selon les espéces.
Depuis quelques années, les biologistes
ont mis au point des méthodes qui pren-
nent en compte ces variations : celle des
horloges locales, et celle des horloges
assouplies, ou relachées.

La premiere méthode suppose que les
changements moléculaires se produisenta
taux constant sur certaines parties del'arbre
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phylogénétique, celles reliant les groupes
les plus proches —donc sur une période
de temps donnée, de quelques millions
d’années par exemple —, mais que leur
rythme varie dans d’autres régions de
I’arbre ou a de plus grandes échelles de
temps. Il est cependant difficile de délimi-
ter précisement les régions de I'arbre évo-
luantau méme rythme, ainsi que lenombre
de régions distinctes.

Les spécialistes préferent utiliser
aujourd’hui une deuxiéme méthode, pro-
posée en 1997 par Michael Sanderson, de
I"Université de Californie a Davis, et déve-
loppée depuis sous diverses formes. Elle
présuppose que les vitesses d’évolution ne
varient pas trop brusquement le long des
branches d'un arbre phylogénétique. En
effet, le taux d’évolution d'une branche de
I’arbre phylogénétique est proche de celui
de la branche dont elle descend.

Autrement dit, le taux de la branche
parentale et celui des branches filles sont,
en moyenne, identiques, comme dans le
cas de I'horloge globale, mais avec des
variations. Des lors, le taux moyen peut
prendre a priori une infinité de valeurs pos-
sibles. Heureusement, des méthodes
mathématiques permettent de choisir des
valeurs telles que la variation entre deux
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Dater I'émergence des espéces
al'aide des horloges moléculaires
requiert au moins trois conditions.

Premiérement, il faut incorporer
al'analyse suffisamment d’espéces.
On détecte ainsi davantage
de substitutions de nucléotides
ou d’acides aminés, notamment
les changements qui se sont produits
a plusieurs reprises sur le méme
site moléculaire.

Deuxiémement, comme ce sont
les fossiles qui nous fournissent
les références de temps nécessaires,
il est prudent d’utiliser plusieurs
sources paléontologiques
indépendantes de fagon a disposer
de plusieurs étalonnages
des intervalles d’évolution.

Troisiemement, plusieurs génes
ou protéines indépendants doivent
étre inclus dans les analyses.

Avec un large échantillonnage,

les datations moléculaires dépendent
moins des particularités évolutives
d’un géne ou d’une protéine.
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L’HORLOGE ET LA SEPARATION DES ANIMAUX ET DES CHAMPIGNONS

our déterminer |'age du dernier
P ancétre commun des animaux
et des champignons, on a com-
paré 30399 sites d'acides aminés
de 129 protéines chez 21 euca-
ryotes (a) : 15 animaux (dont un
mammifere), cing champignons et
un choanoflagellé, unicellulaire a
flagelle et collerette.

Cette comparaison permet de
construire un arbre phylogéné-
tique (b) représentant les relations
de parenté entre groupes d’orga-
nismes et la « quantité d'évolution »
de chaque branche. Cette quantité
correspond au nombre de substi-

tutions d'acides aminés qui se sont
produites depuis la séparation avec
la branche la plus proche. Ainsi,
sachant que 1064 différences
d'acides aminés sur les 30 399 sites
ont été trouvées dans la branche
mammiféres par rapport a toutes les
autres, la quantité d'évolution de
cette branche vaut 3,5 substitutions
pour 100 sites d'acides aminés
(1 064/30 399, trait rose).

On ignore jusque-la sur quel
intervalle de temps s'est produite
I'évolution de chaque branche. Pour
le savoir, on tire parti de ce que la
quantité d'évolution est équivalente

au produit du taux de substitution
d'acides aminés par la durée de la
branche correspondante (c). Grace
alaméthode de I'horloge assouplie,
on fait une hypothése sur le taux
moyen d'évolution d’une branche.
On peut alors déduire sa durée.
Par exemple, la branche menant aux
bilatériens (trait bleu) a une quan-
tité d'évolution de 5,2 pour cent (b).
Tablant sur un taux moyen d'évo-
lution de 0,034 substitution pour
100 sites et par million d'années (en
jaune), on calcule que la durée de
cette branche est : 5,2/0,034, soit
environ 154 millions d'années.

En construisant I'arbre, on
trouve petit a petit I'age de ses dif-
férents nceuds, avec une incertitude
(rectangles) dont la grandeur dépend
de I'hypothése faite sur chaque taux
d'évolution. Ainsi, en ajoutant les
154 millions d'années calculés pré-
cédemment a I'dge du nceud des
bilatériens, il y a 695 millions d'an-
nées, on établit que la branche
menant aux bilatériens a débuté il
y a environ 849 millions d'années.
La calibration de I'arbre a I'aide de
fossiles d'ages connus (c, étoiles)
permet d'orienter et de recaler cette
remontée du temps.

b e Variation pour 100 acides aminés

a e Groupes

Dernier

ancétre
—commun
aux champignons

c ¢ Variation en fonction du temps

et aux animaux

4,7

|0,036]

T

984 Ma

10 pour cent
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15

0,032| 849 Ma

Dernier
95Ma ancétre
commun
des bilatériens

[0,034 |
6

0,043] 625 Ma

0,002

0,050

0,053

Phanérozoique : Protérozoique

0

proportionnelle a la quantité d’évolution

X,XXX| Taux d’évolution moyen
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branches consécutives soit la plus petite possible.
Autrement dit, 'horloge moléculaire est assouplie
pour admettre des variations de taux d’évolution,
mais a partir de criteres mathématiques qui attribuent
des pénalités aux variations trop grandes.
[lustrons cette méthode en examinant la diver-
gence des principaux rameaux d'animaux et de cham-
pignons (voir 'encadré ci-dessus). D'aprés la découverte,
en 2004, de fossiles dans la formation de Doushan-
tuo, dans le Sud de la Chine, les animaux actuels a
symétrie bilatérale (ayant des orientations avant-
arriere, gauche-droite, et dorso-ventrale), ou bilaté-
riens, sont apparus il y a 600 millions d’années. Un
grand nombre de fossiles témoignent du fait que les
bilatériens se sont diversifiés au début du Cam-
brien, il y a environ 540 millions d’années, un phé-
nomene connu sous le nom d’explosion cambrienne.

Selon les datations moléculaires réalisées dans
les années 1990 et 2000 a1'aide de diverses approches
de I'horloge moléculaire, 'age de I'ancétre des bila-
tériens serait compris entre 573 et 1 200 millions d’an-
nées. Pour y voir plus clair, avec Hervé Philippe, de
I'Université de Montréal, nous avons comparé les
séquences de 129 protéines de 21 eucaryotes actuels.

Les bilatériens
remis a I’heure

La reconstruction de l'arbre phylogénétique corres-
pondant a confirmé que le taux d’évolution varie beau-
coup selon les groupes (ci-dessus, b). Ainsi, les protéines
considérées changent deux a trois fois plus chez les
vers nématodes (par exemple, les Tylenchidés) que
chez les mammiferes. Impossible donc de dater les
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ages de divergence des branches avec une horloge molé-
culaire globale. Nous avons donc eu recours a 1'hor-
loge moléculaire assouplie. En faisant une hypothese
sur le taux d’évolution des protéines le long de cha-
cune des branches de'arbre, on peut déduire de proche
en proche I'age des noeuds de l'arbre, avec toutefois
une incertitude plus ou moins grande (ci-contre, c).

Nous sommes arrivés a trois conclusions : la diver-
sification des bilatériens date d'il y a 695 millions dan-
nées (entre 642 et 761 millions) ; les animaux se sont
séparés de leurs plus proches parents unicellulaires
— les choanoflagellés — il y a 849 millions d’années
(entre 761 et 957 millions) ; la séparation entre ani-
maux et champignons est vieille de 984 millions dan-
nées (873 a 1127 millions). Les animaux bilatériens
actuels se seraient donc diversifiés au moins 100 mil-
lions d’années avant I'explosion cambrienne.

Un tel décalage reflete sans doute la présence de
lacunes dans le registre fossile, les premiers bilatériens
ayant été probablement des animaux a corps mou
qui n’ont pas été fossilisés. On voit la que la méthode
moléculaire fournit des informations complémentaires
de celles issues des données fossiles.

Les horloges assouplies peuvent étre appliquées
a de plus courtes échelles de temps. Ainsi, le registre
fossile suggere que beaucoup de mammifeéres pla-
centaires actuels sont apparus apreés la transition
Crétacé-Tertiaire, il y a 65 millions d’années. Or des
études de datation moléculaire ont suggéré que
I'origine des quatre rameaux majeurs de placentaires
— auxquels appartiennent respectivement I'éléphant,
le tatou, ’homme et le chien — remonte au Crétacé, il
y a 100 millions d’années. La paléontologie et la bio-
logie moléculaire doivent poursuivre leur dialogue
afin de mieux cerner 1'époque d"apparition du groupe
auquel nous appartenons...

En parallele, les chercheurs tentent d’améliorer
encore les modeles d'horloges assouplies. Actuelle-
ment, par exemple, ces modeles ne décrivent que des
changements graduels et se produisant sur de longues
durées, ce qui permet de tabler sur des taux moyens
couvrant plusieurs branches consécutives. Ils ne peu-
vent décrire les changements soudains ou épisodiques
de taux d’évolution. Certains modéles issus de
’économie pourraient étre adaptés a cette fin.

N’oublions pas enfin que les horloges molécu-
laires sont tributaires de calibrations paléontologiques
fiables. Si un groupe d’organismes est dépourvu de
fossiles, le taux d’évolution correspondant est extra-
polé sur de plus grandes distances évolutives a par-
tir de groupes d’organismes voisins pour lesquels
on dispose de fossiles. On augmente alors l'incerti-
tude sur le moment ou cette lignée a divergé de la
branche parente. En revanche, méme si les dges
fournis par les horloges moléculaires sont parfois
empreints d’incertitude, ils aiguillent les recherches
en indiquant des fourchettes temporelles dans les-
quelles 'origine et la diversification des étres vivants
ont le plus de chance de se trouver. |
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