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Résumé

Une analyse moléculaire compléte de 1'éponge de verre Lyssacinosida Oopsacas minuta avec des recherches BLAST
bidirectionnelles a produit un long alignement, 80-85% d'identité de séquence avec des amibozoaires nucléariidés
(Nuclearia thermophila, N. simplex, N. pattersoni) a travers les marqueurs ARNr 18S, ARNr 2885, et mitochondriaux. La
validation croisée révele de fortes affinités avec Fonticula alba, y compris a travers un alignement de 5,2 kb de facteurs de
traitement du pré-ARNm. Une analyse BLAST récursive a révélé d'autres correspondances fortes entre Qopsacas minuta et
des amibozoaires, des champignons prédateurs, des protistes complexes, des Excavata et des holozoaires basaux.

Une validation élargie des espéces d'éponges de verre a confirmé que ces fortes correspondances ne sont pas présentes dans
d'autres éponges de verre. En outre, les tests ont montré que méme les espéces de Lyssacinosida étroitement apparentées ne
partageaient pas du tout les correspondances ou ne présentaient que des alignements faibles.

Ces signatures génétiques, combinées a la compréhension actuelle de la physiologie et du génome inhabituels d'Oopsacas
minuta, semblent indiquer qu'Oopsacas minuta représente une lignée d'amibozoaires qui a atteint une organisation
multicellulaire permanente indépendamment des voies de développement des métazoaires, présentant une convergence
morphologique vers une architecture semblable a celle des éponges tout en conservant l'identité génétique fondamentale des
amibozoaires.
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Introduction

Dans cette étude, des recherches BLAST bidirectionnelles
démontrent qu'Oopsacas minuta présente une identité¢ de
séquence de 80 a 85 % avec les amibozoaires nucléariidés
pour de multiples marqueurs conservés, y compris I'ARNr
18S, I'ARNTr 28S et les génes mitochondriaux. Ces affinités
phylogénétiques sont cohérentes dans les directions de
recherche avant et arriére, avec une similarité
particulierement forte avec MNuclearia thermophila et
Fonticula alba. En particulier, l'analyse du génome
mitochondrial montre une identit¢ de 81,1 % avec MN.
thermophila sur 1 985 paires de bases.

Ces signatures moléculaires suggérent qu' Qopsacas minuta
pourrait représenter une lignée d'amibozoaires ayant atteint
indépendamment une organisation multicellulaire. Les
données indiquent une évolution convergente possible vers
une architecture semblable a celle des éponges par
différentes voies de développement, ce qui justifie un
réexamen des origines évolutives de I'organisme.

Contexte : La nature anormale
d'Oopsacas minuta

Oopsacas minuta aux premiers stades de sa vie
(Tang, et al, 2020 ; Leys, 2007).

Position taxonomique et caractéristiques
morphologiques

Oopsacas minuta est actuellement classé dans le régne
Animalia, le phylum Porifera, la classe Hexactinellida,
l'ordre Lyssacinosida et la famille Leucopsacidae, selon les
cadres taxonomiques en vigueur (Dohrmann et al., 2012).
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Les analyses phylogénétiques moléculaires placent les
Hexactinellida comme fréres des Demospongiae, les
éponges de verre présentant une divergence ancienne par
rapport aux autres lignées d'éponges. Au sein des
Hexactinellida, Oopsacas minuta est regroupée avec
d'autres espéces de lyssacinosidés caractérisées par des
spicules parenchymateuses non connectées, ce qui les
distingue des hexactinellidés dont le squelette est fusionné.

Oopsacas  minuta  présente  des  caractéristiques
morphologiques qui la distinguent des autres éponges.
L'espece présente un petit corps cylindrique de 0,5 a 3,5 cm
de long avec une forme allongée en vase montrant une nette
polarité basale-apicale (Boury-Esnault & Vacelet, 1994).
Contrairement aux éponges typiques, Oopsacas minuta n'a
pas d'oscules évidents, 1'écoulement de 1'eau se faisant a
travers la paroi de 1'éponge plutét que par des ouvertures

discrates. "‘?"
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Oopsacas minuta. "spicules" et "masse lipidique antérieure".
(Leys, 2003).

Architecture et formation des spicules

La divergence morphologique la plus frappante chez
Oopsacas minuta réside dans la formation de ses spicules,
qui s'écarte fondamentalement de celle des hexactinellides
typiques. Chez les hexactinellides classiques, les spicules
se forment dans des vésicules de dépot de silice autour de
filaments axiaux hexagonaux contenant la protéine
hexaxiline (Lopez-Escardd et al., 2023). Ces spicules
présentent typiquement une symétrie hexactinique,
triaxonique ou cubique, ou dérivent de ces géométries par
réduction ou ramification des rayons primaires (Lukowiak
et al., 2022).

En revanche, Oopsacas minuta produit des spicules
larvaires  organisés autour de filaments axiaux
rectangulaires. Cela conduit a la formation de structures a
quatre rayons ("stauractines") plutét qu'aux hexactines
caractéristiques a six rayons. Ces stauractines mesurent de
27 a45 um sur les rayons transversaux et de 40 a 80 um sur
les rayons longitudinaux, ce qui les rend nettement plus
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petites et structurellement distinctes des mégascléres
typiques des autres hexactinellides (Leys, 2003).

Divergence physiologique et
développementale

Les caractéristiques physiologiques et développementales
d'Oopsacas minuta le distinguent encore plus des
hexactinellides canoniques et des métazoaires en général.
Contrairement a la plupart des hexactinellides, qui vivent
dans des environnements marins profonds a des
profondeurs supérieures a 450-900 métres, Oopsacas
minuta a été trouvé dans des grottes sous-marines peu
profondes a des profondeurs supérieures a 200 metres (Leys
et al., 2007).

Ces habitats offrent des conditions froides, aphotiques et
thermiquement stables allant de 13 a 14,5 °C (paramétres
typiquement associés aux espéces d'eaux profondes).
(Vacelet et al., 1994 ; Bakran-Petricioli et al., 2007). Leur
découverte dans des systemes de grottes anchihalines le
long des cotes francgaises et croates soutient I'hypothése que
de tels environnements de grottes peuvent agir comme des
"mésocosmes" d'eau peu profonde qui piegent des masses
d'eau froides et denses et reproduisent les conditions
bathyales tout au long de I'année (Harmelin, 1997).

Oopsacas minuta "Cryofracture transversale a travers
l'ectosome et le choanosome d'un spécimen désilicifié." (Boury-
Esnault, N., & Vacelet, J., 1994).

Oopsacas minuta possede une architecture tissulaire
syncytiale unique. Environ 75 % du corps adulte est
constitué¢ d'un seul syncytium multinucléé, la continuité
cytoplasmique étant maintenue par des ponts reliant des
régions spécialisées. Ce réticulum syncytial forme les
couches interne et externe du corps et contient des zones
fonctionnelles distinctes : les archéocytes pour le stockage
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des nutriments, les choanoblastes liés aux chambres
flagellées et les sclérocytes responsables de la formation
des spicules (Leys et al., 20006).

L'embryogenése chez Oopsacas minuta se déroule par
clivage spiralé et gastrulation par délamination primaire.
(Boury-Esnault et al., 1999). Il est remarquable que ces
capacités de reproduction apparaissent chez QOopsacas
minuta en l'absence totale de mécanismes de
développement canoniques tels que la voie de signalisation
Wnt et les principaux facteurs de transcription des
métazoaires.

Oopsacas minuta (Perez, T., 1996).

Simplification génomique

Le génome complet d'Oopsacas minuta révéle un cas
unique de rationalisation, remettant en question des
hypothéses de longue date sur la complexité génomique
requise pour une multicellularité de type animal. Le
génome mitochondrial s'étend sur 19 kb avec un contenu en
GC de 31%. Il contient 14 geénes codant pour des protéines,
trois sous-unités d'ATP synthase, 22 ARNt et deux ARNr.
Cependant, le génome d'Oopsacas minuta est notamment
dépourvu du géne trnalV. (Jourda et al., 2015).

Avec une taille de génome estimée a 61 Mb et 16 413 genes
prédits, Oopsacas minuta posséde l'un des plus petits
génomes de métazoaires non parasites rapportés. (Santini,
S. et al, 2023).

La taille réduite est principalement liée a l'omission de
protéines codant pour des activités enzymatiques, des
propriétés de liaison de biomolécules et des processus
métaboliques. La voie de signalisation canonique Wnt est
absente, y compris les ligands Wnt, les génes ébouriffés et
les génes Wntless. Ces éléments sont considérés comme
essentiels méme chez les métazoaires basaux. (Santini, S.
et al, 2023).

L'architecture rationalisée du génome d'Oopsacas minuta
refléte le maintien et le raffinement d'une stratégie
génomique ancestrale distincte qui soutient l'organisation
multicellulaire sans dépendre des outils génétiques
canoniques des métazoaires.
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Absence critique de la machinerie de
silicification

La machinerie de silicification qui définit les éponges
siliceuses, en particulier au sein des Hexactinellida, est
également absente des genes d'Oopsacas minuta (Santini et
al., 2023). Oopsacas minuta est dépourvu de tous les génes
principaux impliqués dans la biominéralisation de la silice,
y compris la silicateine, la silintaphine, la galectine et
I'hexaxiline. A leur place, le génome code 13 génes de
cathepsine L, un seul géne de glassine, un geéne de ferritine
et un geéne de chitine synthase.

L'absence de silicateine est particuliérement significative,
car cette enzyme catalyse la polymérisation de la silice et
forme les filaments axiaux des spicules (Riesgo et al.,
2015). Il manque également les protéines silintaphines, qui
interagissent avec la silicateine pour médier le transport et
le dépot de la silice liée aux vésicules, et les galectines, qui
servent de médiateurs de liaison aux hydrates de carbone
pendant l'assemblage de la silice. En outre, Oopsacas
minuta est totalement dépourvue d'hexaxiline et de
perisiline. Ces protéines sont responsables de la symétrie
des spicules et du dépdt périphérique de la silice dans les
éponges de verre (Lopez-Escardo et al., 2023 ; Shimizu et
al., 2015).

Méthodes utilisées

Cette ¢tude a utilisé une méthodologie récursive de
découverte d'homologie profonde pour identifier
systématiquement les relations phylogénétiques par le biais
de recherches BLAST récursives et itératives de séquences
génomiques d'Oopsacas minuta dans les bases de données
du NCBI. Cette approche élargit progressivement les
parameétres de recherche afin de détecter des relations
évolutives profondes souvent ignorées par les méthodes
phylogénétiques conventionnelles. (Gjovik, 10 juin 2025)

Un ensemble de données curatives de séquences de genes
d'ADN a été assemblé pour évaluer la relation des
Hexactinellida dans le paysage évolutif de la vie complexe
et multicellulaire précoce. Les séquences ont été dérivées
de résultats de recherche de similarités a haut débit, avec
des mesures d'alignement comprenant la longueur
d'alignement (bp), le score de bit, le pourcentage d'identité
et la valeur E enregistrée pour chaque résultat. Parmi les
résultats obtenus pour les Hexactinellida, deux
correspondances fortes et curieuses sont apparues
Nuclearia et Fonticula, qui ne correspondent toutes deux
qu'a Oopsacas minuta, et cette étude avait pour but de
valider et de comprendre ces correspondances.

Pour étudier les relations génétiques d'Oopsacas minuta,
des séquences nucléotidiques représentatives ont été
obtenues auprés de NCBI GenBank et de 1'European
Nucleotide Archive. L'analyse a compilé des fichiers de
référence multi-FASTA distincts pour chaque groupe
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taxonomique, la sélection des séquences de référence
représentant des taxons bien caractérisés au sein de chaque
groupe d'intérét. Les séquences génomiques d'Oopsacas
minuta analysées comprenaient 'ARN ribosomique 18S
(AF207844.1), I'ARN ribosomique 28S (FR848914.1) et le
génome mitochondrial (NC_027419.1).

Cette analyse a effectué des comparaisons de nucléotides
par paire afin d'évaluer 'homologie potentielle entre les
séquences. Deux stratégies de recherche ont été utilisées :
BLASTn standard avec des paramétres de stringence €levés
(-evalue le-10) et MegaBLAST discontigu optimisé pour
les comparaisons inter-espéces (-task dc-megablast, -evalue
le-5). Toutes les recherches ont généré des résultats sous
forme de tableaux avec des données d'alignement
completes, y compris les ID de la requéte et du sujet, la
longueur de I'alignement, le pourcentage d'identité, le score
de bits, la valeur e, le nombre de non-concordances, les
métriques de couverture et les ouvertures de lacunes.

Pour éviter les alignements automatiques faussement
positifs, les résultats ont fait I'objet d'un filtrage post hoc a
l'aide de conditions logiques excluant les alignements
automatiques. Les alignements résultants ont été évalués
pour leur signification biologique. Alors que BLASTn
excelle dans la détection de la similarit¢ locale des
séquences, les méthodes basées sur les arbres n'ont pas
réussi a résoudre les topologies dans l'ensemble des
données en raison des contraintes de longueur des
séquences, des profils de correspondance inter-royaumes
allant des protistes aux holozoaires, et des intermédiaires
manquants provenant de lignées éteintes ou mal
séquencées.

Résultats

De fortes affinités phylogénétiques avec
les amibozoaires

Une analyse BLAST bidirectionnelle compléte a révélé de
fortes similitudes de séquence entre Oopsacas minuta et les
amibozoaires nucléariidés a travers de multiples marqueurs
moléculaires. Ces relations font preuve d'une cohérence
remarquable dans les directions de recherche avant et
arriere, fournissant des preuves solides contre la
contamination ou la similarité fortuite tout en établissant
une affinité phylogénétique claire avec ce clade opisthokont
basal.

L'analyse de I'ARNr 18S entre les espéces Oopsacas et
Nuclearia a donné des résultats frappants et cohérents pour
toutes les especes testées. Dans le sens direct (Oopsacas —
Nuclearia), Oopsacas minuta a montré une identité de 80,6
% avec N. simplex sur 2 034 pb avec E=0 (AF207844.1 vs
KY454455.1), ce qui représente une correspondance
exceptionnellement  forte pour une comparaison
taxonomique croisée. L'identit¢ de 81,0 % avec M.
thermophila sur 2 013 pb avec E=0 (AF207844.1 vs
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MK547178.1) et l'identité remarquable de 84,1 a 84,4 %
avec N. pattersoni sur 1 140 pb avec E=0 (AF207844.1 vs
LN875110.1) sont tout aussi convaincantes.

Les recherches en sens inverse ont permis de valider ces
relations, confirmant que les affinités sont réelles. N.
thermophila a montré 81,3 % d'identité avec Oopsacas
minuta sur 2 020 pb avec E=0 (MKS547178.1 vs
JAKMXF010000046.1), tandis que N. simplex a montré
80,8 % d'identité sur 2 035 pb avec E=0 (KY454455.1 vs
JAKMXF010000046.1). N. pattersoni a également montré
80,5 % d'identité sur 2 034 pb avec E=0 (AY364635.1 vs
JAKMXF010000330.1). Cette cohérence bidirectionnelle
entre plusieurs espéces et accessions de séquences plaide
fortement contre une contamination, une erreur de
laboratoire ou une similarité fortuite.

Conservation du génome mitochondrial

L'analyse du génome mitochondrial apporte des preuves
encore plus convaincantes, car les schémas de conservation
évolutive fournissent des signaux phylogénétiques
particulierement forts. L'”ADNmt de Nuclearia thermophila
et d'Oopsacas minuta présente une identité de 81,1 % sur 1
985 pb avec E=0 (LN875109.1 vs JAKMXF010000330.1),
ce qui représente un niveau de conservation impressionnant
pour des organismes censés étre séparés par la grande
distance phylogénétique entre les amibozoaires et les
métazoaires.

Ce niveau de conservation mitochondriale est
phylogénétiquement significatif car 'ADN mitochondrial
évolue lentement et présente une faible tolérance aux
changements radicaux de séquence par rapport aux genes
nucléaires. La conservation étendue observée ici suggere
une ascendance commune beaucoup plus récente que celle
a laquelle on pourrait s'attendre si Oopsacas minuta était
vraiment une éponge métazoaire. Les  genes
mitochondriaux sont également moins sujets au transfert
horizontal de génes et aux artefacts de contamination, ce
qui fait de ces correspondances des indicateurs
particuliecrement  fiables d'une  véritable relation
phylogénétique plutdt que d'une évolution convergente des
séquences ou d'artefacts techniques.

Fonticula alba : La connexion des
amibozoaires sceurs

Les relations s'étendent au-dela de Nuclearia pour inclure
Fonticula alba, une autre lignée clé d'amibozoaires qui se
ramifie en sceur de Nuclearia (Brown et al., 2009).
L'ADNmt de Fonticula alba présente 69,1 % d'identité sur
1 241 pb avec une valeur E de 5,85E-134
(JAKMXF010000221.1 vs XM_009498215.1).

Fait remarquable, le facteur 8 (PRPF8) de traitement et
d'épissage du pré-ARNm de la fonticule a montré 65,0 %
d'identité sur 5 177 pb avec un score de bit de 1 069 et E=0
(JAKMXF010000210.1 vs XM 009499900.1). Cet
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alignement de séquence d'environ 5,2 kb entre Oopsacas
minuta et Fonticula alba représente une correspondance de
haute confiance d'une longueur exceptionnelle qui met en
évidence la conservation évolutive profonde de Ia
machinerie spliceosomale. (PRPF8 est un composant
catalytique et structurel central du spliceosome majeur,
impliqué dans I'excision précise des introns du pré-ARNm).

En outre, les échafaudages génomiques ont montré une
identité de 64,8 % sur 3 666 pb avec un score de bit de 730
et E=0 (JAKMXF010000210.1 vs NW_009242990.1). En
outre, la protéine de choc thermique présentait une identité
de 65,5 % sur 1 576 pb avec un score de bit de 352 et une
valeur E de 5,54x10- (JAKMXF010000320.1 vs
XM _009497412.1). L'étendue de ces correspondances dans
plusieurs catégories de génes indique une similarité
génétique systématique plutét que des événements de
conservation isolés.

Analyse compléete des génes codant pour les
protéines

Les relations entre les génes codant pour les protéines de
Fonticula alba révelent une conservation étendue chez
Oopsacas minuta au niveau de la machinerie cellulaire
fondamentale. Les séquences d'actine ont montré une
conservation a une longueur de 1 204 pb avec 64,9-83%
d'identité a travers des alignements multiples, indiquant la
préservation de ce composant du cytosquelette. La tubuline
présente 74,6 % d'identité sur 1 265 pb, ce qui refléte a
nouveau la conservation d'une architecture cellulaire
essentielle. L'ATP synthase présente 69,1 % d'identité sur 1
241 pb, ce qui indique la préservation de la machinerie
bioénergétique, tandis que les protéines de division
cellulaire présentent 69,1 % d'identité sur 1 401 pb, ce qui
suggere la conservation des mécanismes de régulation du
cycle cellulaire.

Les facteurs de traitement des pré-ARNm représentent
peut-étre la découverte la plus significative, avec 65 %
d'identité¢ sur 5 177 pb, ce qui représente le plus long
alignement de haute confiance de I'ensemble des données.
Ce niveau de conservation de la machinerie spliceosomale
indique qu'Oopsacas minuta partage des mécanismes
fondamentaux d'expression génique avec des lignées
d'amiboaires.

Relations eucaryotes plus larges

Au-dela des affinités avec les nucléariidés, Oopsacas
minuta partage de fortes relations avec les eucaryotes
basaux de plusieurs lignées. Les alignements les plus longs
et les scores de bits les plus élevés représentent des
correspondances d'ARNr avec des Filozoa, y compris des
choanoflagellés et des Filasterea.

Les correspondances les plus remarquables sont celles avec
Salpingoeca huasca (1 868 pb, 71,9 % d'identité, 959 bit
score, E=0), Tunicaraptor unikontum (1 120 pb, 85 %
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d'identité, 1 247 bit score, E=0) et Monosiga brevicollis (1
118 pb, 85 % d'identité, 1 237 bit score, E=0).

Il existe également des relations importantes entre ' ADNmt
et de nombreuses espéces d'Excavata et de Filasterea. Il
s'agit notamment de correspondances fortes avec
Ministeria vibrans, Malawimonas, Imasa heleensis,
Aphelidiaceae, Histiona aroides, Jakoba bahamiensis et
Reclinomonas americana.

Les alignements mitochondriaux les plus forts concernent
Malawimonas sp. (1 438 pb, 69,7 % d'identité, 584 Bit
Score, et valeur E 1,51E('%%)) et Imasa heleensis (1 317 pb,
69 % d'identité, 498 Bit Score, et valeur E 1,72E37 .

Validation par I'analyse d'une base de
données élargie

La validation de ces résultats a nécessit¢ une vérification
compléte au moyen de recherches dans de multiples bases
de données et de l'authentification des sources. Toutes les
séquences les mieux appariées ont été vérifiées a partir des
listes de sources dans les bases de données des NIH, les
métadonnées étant soigneusement examinées pour garantir
l'intégrit¢ des données et exclure les artefacts de
contamination potentiels. L'authentification des sources
révele un schéma d'efforts de séquencage indépendants
dans plusieurs laboratoires et lieux géographiques, ce qui
renforce la confiance dans la nature authentique de ces
relations.

Vérification des sources et intégrité des
données

Les séquences d'Oopsacas minuta proviennent de plusieurs
sources indépendantes, ce qui permet une validation solide
contre la contamination en laboratoire. Les séquences
primaires comprennent PRINA761294 avec le séquencage
du génome entier effectué au Centre national frangais de la
recherche scientifique sur la base d'échantillons provenant
de la grotte de La Ciotat 3PP (Santini et al., 2023), et
AF207844.1 avec le séquencage de I'ARNr 18S au Centre
d'océanologie de Marseille en France (Borchiellini et al.,
2001).

Les séquences de Nuclearia représentent des isolations
indépendantes provenant de diverses sources : N.
thermophila MK547178.1 a partir du séquencage de la
petite sous-unité d'ARNr et de I'TS1 a Microbiennes,
Université Paris Sud-Saclay (Galindo et al., 2019), N.
simplex KY454455.1 provenant d'une culture de masse de
Scendesmus a l'Institut d'hydrobiologie de 1'Académie
chinoise des sciences (2017), et N. pattersoni AY364635.1
provenant du séquencage de I'ARNr 18S a I'lnstitut de
parasitologie de la République tchéque (Dykova et al.,
2003).

Les séquences de Fonticula alba proviennent du
séquencage génomique complet de spécimens collectés
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dans des excréments de chiens a Grainfield, au Kansas,
trait¢ par la plateforme génomique du Broad Institute du
MIT et de Harvard (2013).

Couverture compléte de la base de données :
Analyse BLAST récursive

Pour comprendre le contexte évolutif complet de ces
relations, la séquence d'ARNr 18S d'Oopsacas minuta
(AF207844.1) a été soumise a une analyse BLAST
récursive compléte par rapport a plusieurs bases de données
spécialisées. Les recherches dans les bases de données
core nt et nt_euk du NCBI ont donné des résultats limités
aux éponges de verre Hexactinellid.

Les recherches dans la base de données nt_others ont révélé
des correspondances qui ¢élargissent le tableau
phylogénétique. Parmi les correspondances les plus fortes
figurent les démosponges Suberitida Hymeniacidon et
Halichondria, les algues vertes Chlorophyta Chlorolobion
lunulatum et Polytoma oligochromatum, et notamment des
séquences d'ARNr 18S de champignons, dont Trichophyton
tonsurans. La correspondance avec Trichophyton sp. est
intéressante car une étude récente a montré qu'une autre
espece de Trichophyton avait des affinités génétiques
étroites avec des eucaryotes basaux. (Gjevik, 22 juin 2025).

La base de données nt viruses présente €galement une
correspondance modérée avec le virus du syndrome des
taches blanches (score de 588 bits, identité de 81,6 % et
valeur e de 7e1%9,

La séquence d'ARNm de Fonticula alba pour le "pre-
mRNA-processing-splicing factor 8" qui correspondait a
l'alignement de 5 177 pb avec Oopsacas minuta a
également été utilisée pour effectuer une recherche dans les
mémes bases de données des NIH. Les résultats des
recherches core nt et nt_euk prédisent principalement des
protéines hypothétiques, a l'exception de fortes
correspondances avec l'amibe Discosea Acanthamoeba
castellanii, 1l'algue haptophyte Pavlovaceae Rebecca
billardiae, le picoplancton Micromonas et le chytride
Polychytrium aggregatum.

Aucun résultat remarquable n'a été observé dans les
résultats nt prok, nt virus ou nt autres, a l'exception de
correspondances répétées mais faibles avec la bactérie
filamenteuse Nocardia sp. (connue pour coloniser les
cavités buccales de I'Homo sapiens).

Relation avec les éponges de verre
hexactinellides

La séquence de I'ADNmt d'Oopsacas minuta a été
comparée a une base de données personnalisée contenant
des séquences d'espéces représentatives d'Hexactinellidés.

Pour le contexte, l'auto-appariement était d'une longueur de
19 042 pb avec un score de bit de 35 165.

En comparaison, les correspondances les plus fortes entre
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non-soi ne dépassaient pas 9 000 pb ou un score de 6 000
bits. Les correspondances les plus fortes incluaient
I'ADNmt (pas I'ARN) des groupes Euplectellidae et
Rossellidae au sein des Lyssacinosida. (Remarque : les
deux autres espéces du groupe Leucopsacidae semblent
actuellement ne pas disposer de données génomiques
suffisamment détaillées pour é&tre incluses dans les
résultats, aucune séquence publique ne dépassant 2 000 pb).

La correspondance la plus longue était un alignement de
I'ADNmt avec l'espéce Euplectellidae Vazella pourtalesi
(8 963 pb, 74% d'identité, 5 374 Bit Score, E=0). La
correspondance la plus élevée en termes de score de bits est
celle avec l'espéce d'Euplectellidae Bathydorus laniger (6
693 pb, 80,8 %, 5,986 score de bits, E=0). Les autres
correspondances les plus fortes étaient celles des espéces
Rossellidae Caulophacus iocasicus, Sympagella nux, et
Bolosoma cyanae (5 503bp-8 963bp, 79,7-80,5% d'identité,
3 743-5 855 Bit Scores, et E=0). Lorsque ces mémes
séquences d'ADNmt ont été alignées les unes sur les autres
sur NIH BLAST web, les scores de bits et les pourcentages
d'identité se situaient dans cette fourchette, ce qui implique
que leurs correspondances avec Qopsacas minuta s'alignent
sur leurs correspondances au sein de leur clade.

Les résultats d'Oopsacas minuta NCBI core_nt et nt_euk
discutés précédemment comprenaient des correspondances
fortes, Leucopsacidae (Leocopsacus) et Rossellidae
(Acanthascus, Asconema, Nodastrella, et Bathydorus).

Test comparatif de 1'ascendance des
protistes dans les lignées d'éponge de
verre

Pour déterminer si les signatures génétiques des
amibozoaires d'Oopsacas minuta représentaient une
histoire évolutive unique ou reflétaient des schémas plus
larges parmi les éponges de verre, une analyse BLAST
comparative avec des bases de données de nucléariidés et
de cercozoaires a été effectuée. Les résultats ont révélé
qu'Oopsacas minuta présentait de fortes correspondances
avec les deux lignées. Dans les deux tests, il n'y avait pas
de correspondances siires avec d'autres hexactinellides. Les
correspondances les plus fortes étaient celles avec
Lyssacinosida , et plus particuliérement avec Oopsacas
minuta.

Les correspondances Cercozoan les plus fortes étaient entre
Oopsacas minuta et le protiste unicellulaire biflagellé
Orciraptor agilis, et les algues chlorarachniophytes
flagellées Bigelowiella natans et Lotharella globosa. (5
560pb+ 69,5+% d'identité, 2 261+ Bit Score, E=0).

D'autres éponges de verre lyssacinosidées (Caulophacus,
Walteria, Flavovirens) ont montré des correspondances
cercozoiques plus faibles, principalement avec Paulinella
microspora, avec des scores de bits et des niveaux de
confiance significativement plus faibles. La connexion
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Oopsacas-Orciraptor s'est révélée particuliérement robuste
parmi les éponges de verre.

Correspondances avec la base de données sur
les procaryotes : Signaux évolutifs anciens

Les recherches dans la base de données nt_prok ont donné
lieu a un éventail inattendu de correspondances procaryotes
qui peuvent refléter d'anciennes relations évolutives ou des

événements de transfert horizontal de genes. Les
correspondances les plus fortes concernent les
crénoarchaeotes Hypherthermus, les entérobactéries

Klebsiella pneumoniae et Edwardsiella, les cyanobactéries
Microcystis, les firmicutes Staphylococcus aureus et
Clostridium sp., les y-protéobactéries Azotobacter
vinelandii, Halomonas et Vibrio, et la P-protéobactérie
Hydrogenophaga.

Une variété d'espéces Hexactinellida (y compris les
séquences Oopsacas minuta) a également été comparée a
une base de données personnalisée de séquences de
champignons, en mettant l'accent sur les espéces basales et
nouvelles. Les correspondances les plus fortes étaient
principalement constituées de séquences d'Oopsacas
minuta et les meilleures correspondances incluaient les
champignons prédateurs Arthrobotrys conoides qui sont
connus pour l'utilisation d'outils et la construction de pieges
(1,158bp, 82% identité, 1,150 Bit Score, E=0), les
champignons parasites Kickxellomycotina Dimargaris
xerosporica (1,887bp, 66.7% d'identité, 526 Bit Score, et
E-Value de 2.61E™) | et le chytride Spizellomyces
punctatus (1,709bp, 68.9% d'identité, 656 Bit Score, E=0).

La seule autre éponge Hexactinellida parmi les meilleures
correspondances était I'éponge Rossellidae Acanthascus
dawsoni, qui présentait des correspondances beaucoup plus
faibles, et les champignons les mieux assortis étaient
Geoglossum simile ("langues de terre") et Radiomyces
spectabilis.

Ces relations entre procaryotes et champignons, méme si
elles doivent étre interprétées avec prudence, peuvent
refléter 1'héritage évolutif ancien d'Oopsacas minuta et sa
position a un neeud crucial de I'évolution des eucaryotes.

En outre, la présence d'Arthrobotrys conoides dans ces
résultats souléve encore plus d'incertitude quant a la place
correcte des especes d'Arthrobotrys. Bien qu'il soit
microscopique et caractérisé comme un champignon, il
semble penser et se comporter comme un animal, a l'instar
de la moisissure visqueuse.

Base de données personnalisée sur les
amiboides : Renforcement des affinités avec
les amibozoaires

Lorsque les séquences d'Oopsacas minuta ont été analysées
par rapport a une base de données personnalisée compléte
d'espéces d'amibes et d'amiboides, les résultats ont renforcé
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de maniére écrasante les relations avec les nucléariidés.
L'alignement le plus long correspondait a ' ARNr 18S de
Nuclearia thermophila (1 990 pb, 80,7 % d'identité, E=0),
ce qui confirme qu'il s'agit de la relation unique la plus forte
parmi toutes les recherches effectuées dans la base de
données. Le deuxiéme alignement le plus long est celui de
Gromia oviformis (1 181 pb, 77,8 % d'identité, E=0), un
autre organisme amiboide qui prolonge le modéle
d'affinités amibotiennes.

La correspondance la plus élevée en termes de score binaire
est a nouveau celle avec Nuclearia thermophila (score
binaire de 1 799), ce qui établit cette relation comme la plus
forte détectable par la méthodologie BLAST. De manicre
significative, les deuxiéme et troisiéme correspondances les
plus élevées en termes de score de bits étaient avec d'autres
organismes amiboides : 'amibe filosique Pompholyxophrys
punicea, porteuse d'écailles de silice (1 105 pb, 84,9 %
d'identité, score de bits 1 232, E=0) et la gymnamoebae
Vermistella antarctica (1 147 pb, 82,3 % d'identité, score de
bits 1 100, E=0).

Lorsque les séquences d'Oopsacas minuta ont été analysées
par rapport a une base de données personnalisée spécifique
aux Cercozoa, les résultats ont montré de fortes
correspondances a long alignement (6 000 pb+, 68,3-69,8
% d'identité, 2 300+ Bit Score, E=0) entre 'ADN WGS
d'Oopsacas minuta et 'ARN TSA de l'algue
chlorarachniophyte flagellée Bigelowiella natans et du
flagellé planant et algivore Orciraptor agilis.

Validation au niveau des protéines et analyse
fonctionnelle

L'analyse REBLAST des protéines d'Oopsacas minuta
apparemment spécifiques aux spicules a fourni de faibles
correspondances. La protéine glassin d'Oopsacas minuta
(KAI6653225.1) correspondait a Vazella pourtalesii avec
un score de bit de 398, une identité de 52,7 % et une valeur
e de 5e'? ce qui représente une correspondance
relativement faible qui refléte probablement une similarité
de domaine protéique générique plutdt qu'une homologie
fonctionnelle.

Une protéine d'assemblage de clusters fer-soufre
(KAI6645809.1) a montré des correspondances modérées
avec la guépe bijou Nasonia vitripennis (144 bit score,
46,9% d'identité, 4 *%e-value) et le baton de marche basal
Timema tahoe (144bp, 53,5% d'identité, 1e>%e-value).

Les protéines de chitine d'Oopsacas  minuta
(KAI6645780.1, KAI6646189.1) n'ont montré que des
correspondances de faible qualité (<35% d'identité)
lorsqu'elles ont été soumises a l'analyse blastp. Les
correspondances incluaient principalement des éponges,
des coraux pierreux et des bactéries.
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Conclusion de 1'analyse systématique :
Lignes de preuve convergentes

Les bases de données des NIH contiennent 10 séries
d'analyses systématiques pour Oopsacas minuta utilisant
les technologies de séquencage PacBio et Illumina, ce qui
fournit de multiples sources indépendantes pour la
validation. L'analyse de fragments courts a constamment
rapporté >95% de lectures correspondant a de la "maticre
noire" non identifiée avec des correspondances supérieures
a diverses bactéries. (par exemple, SRR23032957,
SRR23032961).

Les analyses d'lllumina sur des fragments de 3 a 11 kb ont
rapporté 61,2-64.4% de '"matiére noire", avec des
correspondances identifiées avec des primates, y compris
Homo sapiens, le crinoide Anneissia japonica, le
coccolithophore Paramecium tetraurelia, les protistes
apicomplexes Plasmodium gaboni et Babesia ovata, le
cilate Paramecium tetraurelia, la diatomée Stramenopiles
Thalassiosira pseudonana, les champignons
Mucoromycota et Rhizophagus irregularis, et Klebsiella
sp. Enterobacteriaceae. La seule correspondance avec les
Porifera était faible et concernait la démosponge
Amphimedon queenslandica. (SRA SRR23032958,
SRR23032952, SRR23032960).

Ce modele de "matiere noire" étendue dans les bases de
données de séquences, combiné a l'ampleur taxonomique
inattendue des correspondances, soutient l'interprétation
selon laquelle Oopsacas minuta représente une lignée trés
divergente qui ne s'intégre pas confortablement dans les
cadres taxonomiques existants. La présence d'un important
matériel génétique non identifiable suggere que cet
organisme conserve d'anciennes signatures génétiques qui
ont été perdues dans la plupart des autres lignées
eucaryotes, ce qui est cohérent avec son statut proposé de
prototype multicellulaire. (Gjovik, 23 juin 2025).

Les lignes de preuves convergentes issues de multiples
recherches dans les bases de données, d'efforts de
séquencage indépendants, de sources géographiques
diverses et d'approches analytiques variées aboutissent
toutes a la méme conclusion : OQopsacas minuta partage une
architecture génétique fondamentale avec des lignées
d'amibozoaires.

Discussion

Un nouvel animal amibozoaire

Les preuves moléculaires complétes présentées dans cette
¢étude obligent a une réinterprétation radicale de l'identité
évolutive d'Oopsacas minuta. Plutdt que de constituer un
membre dérivé des éponges hexactinellides, les données
indiquent qu'Oopsacas minuta représente une lignée
amibozoaire distincte qui a indépendamment atteint une
organisation multicellulaire et convergé
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morphologiquement avec les plans corporels des éponges
par le biais de mécanismes développementaux et
génétiques entiérement différents.

Comprendre cette réinterprétation nécessite de situer
Oopsacas minuta au sein de ses parents amiboides. Les
nucléariens sont reconnus comme la lignée la plus ancienne
des Holomycota, formant un groupe frére des champignons
dans les analyses phylogénomiques modernes (Galindo et
al., 2019 ; Gabaldon et al., 2022). Fonticula alba, une
moisissure visqueuse cellulaire, est un groupe frére de
Nuclearia (Brown et al., 2009). Les deux lignées présentent
des traits convergents qui préfigurent une organisation de
type éponge, offrant un pont évolutif plausible vers
l'architecture observée chez Oopsacas minuta.

Fonticula alba, (Matthew W. Brown et Alexander K. Tice via
Gabaldon, T. et al., 2022)

La fonticule présente une multicellularité agrégative,
formant des corps fructiféres coordonnés grace au
mouvement et a la différenciation collectifs des cellules.
Elle se nourrit de bactéries, sécréte une matrice
extracellulaire pour assurer son intégrité structurelle et fait
preuve d'une dynamique leader-suiveur lors de 'acquisition
collective de ressources (Toret et al., 2022).

Les espéces de Nuclearia se livrent a un filtrage
phagocytaire, souvent en association avec des symbiotes
bactériens, et ont été documentées comme colonisant des
tissus métazoaires (Dirren et al., 2017 ; Galindo et al.,
2019). Ces comportements écologiques reflétent ceux
observés chez les éponges, en particulier dans leurs
stratégies d'alimentation et leurs associations d'hétes, ce qui
souligne davantage leur pertinence en tant que modéles
comparatifs pour Oopsacas minuta.

La preuve la plus décisive provient peut-étre du génome
mitochondrial. L'identit¢é de séquence de 81,1 % entre
Oopsacas minuta et Nuclearia thermophila sur 1 985 paires
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de bases est extraordinairement élevée, en particulier si I'on
tient compte du faible taux de mutation et de 1'évolution
conservatrice de ' ADN mitochondrial.

Nuclearia

Multicellularité des amibozoaires et
hypothése des prototypes multiples

L'identification d'Oopsacas minuta comme organisme
multicellulaire dérivé d'une lignée d'amibozoaires oblige a
repenser radicalement la maniére dont la complexité
animale peut évoluer. Ce clade semble avoir pris naissance
non pas dans la lignée des métazoaires, mais dans celle des
amibozoaires. Son existence constitue une preuve directe
que la vie complexe peut apparaitre indépendamment a
partir de points de départ génomiques et cellulaires
entiérement différents.

L'architecture évolutive d'Oopsacas minuta remet en
question presque toutes les hypothéses sur ce qui est
nécessaire pour construire un animal. Les caractéristiques
dont on pense souvent qu'elles exigent une machinerie de
signalisation classique chez les métazoaires sont toutes
présentes, alors que les voies génétiques sous-jacentes qui
en sont généralement responsables ne semblent pas exister.

Oopsacas minuta est dépourvu de la voie de signalisation
Wnt et de nombreux facteurs de transcription considérés
comme indispensables au développement précoce de
I'animal. Pourtant, il exécute des coordinations
physiologiques complexes. Il ne s'agit pas d'un métazoaire
dégénéré, mais d'une forme de vie multicellulaire cohérente
et pleinement fonctionnelle qui a simplement emprunté une
autre voie.

Ceci nous ameéne a une implication théorique plus large :
Oopsacas minuta corrobore I'hypothése du prototype
multicellulaire multiple (MMCP), selon laquelle des
organismes multicellulaires fonctionnellement complexes
sont apparus indépendamment dans de multiples lignées
eucaryotes. Il ne s'agit pas de branches divergentes issues
d'un ancétre multicellulaire unique, mais d'une radiation
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paralléle a partir de progéniteurs unicellulaires distincts
(Gjevik, 9 juin 2025).

Dans ce cadre, les caractéristiques que nous associons aux
animaux ne sont pas limitées a une seule voie évolutive,
mais représentent des solutions récurrentes au probléme de
I'expansion de la vie.

Les preuves moléculaires appuient ce point de wvue.
Oopsacas minuta n'a pas évolué a partir du méme prototype
multicellulaire que les métazoaires canoniques. Alors que
la plupart des animaux sont supposés descendre d'un LECA
holozoaire, Oopsacas minuta semble avoir évolué a partir
d'un LECA amiboaire étroitement li€ a Nuclearia et
Fonticula.

Les marqueurs nucléaires et mitochondriaux présentent une
identité de séquence de 80 a 85 %, des valeurs e nulles et
de longs alignements avec les génomes des nucléariidés.
Les parall¢les structurels, écologiques et physiologiques
semblent importants.

En outre, ses affinités génomiques vont au-dela des
Amoebozoa. Des correspondances avec des séquences
d'Excavata, de Filasterea, de Fungi et méme de bactéries
indiquent une profonde rétention génétique depuis le début
de 1'évolution eucaryote. Ces similitudes trés variées
refletent la position d'Oopsacas minuta en tant que fossile
vivant d'une ancienne trajectoire évolutive.

Dans cette optique, Oopsacas minuta n'est pas un cas isolé,
mais un représentant d'un principe plus large : la transition
vers la multicellularité de type animal s'est produite plus
d'une fois, a travers différentes boites a outils de
développement et conditions ancestrales. Au minimum,
nous disposons aujourd'hui de preuves de l'existence de
deux voies principales (holozoaires et amiboaires), chacune
capable de produire des organismes répondant a la

définition fonctionnelle du terme "animal".

Le cadre MMCP recadre l'histoire de I'évolution animale
comme un champ d'expériences ramifiées, certaines
réussies, d'autres oubliées et une, dans le cas d'Oopsacas
minuta, cachée a la vue de tous.

Autres explications des similitudes
moléculaires

Bien que les preuves génomiques et biochimiques appuient
de fagon écrasante l'ascendance amiboenne d'Oopsacas
minuta, la force de cette conclusion nécessite un examen
attentif des autres explications possibles.

L'alignement de I'ADNmt partagé entre Oopsacas minuta
et d'autres éponges Lyssacinosida était plus fort que les
correspondances avec les nucléariides, mais ces espéces
n'avaient pas de correspondances fortes avec I'ARN. Les
correspondances d'ADNmt entre Lyssacinosida étaient de
la méme qualité dans 1l'ensemble du groupe. En outre,
Oopsacas minuta a un génome plus petit que les autres
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especes, ce qui complique les comparaisons.

Les autres especes de Lyssacinosida ne correspondent pas
aux mémes espeéces d'amiboides qu'Oopsacas minuta et
toutes les correspondances sont également plus faibles.
Tout cela indique qu'Oopsacas minuta est soit la premicre
expérience réussie du groupe, soit une espece qui a
commenceé a évoluer a partir d'un pool génétique similaire,
mais qui a pris une direction différente de celle de ses
congeéneres.

Le transfert horizontal de génes (HGT) est soumis a des
contraintes mécaniques spécifiques qui limitent son
pouvoir explicatif des modéles observés. Le transfert
horizontal de geénes est bien documenté chez les
procaryotes et s'est produit & grande échelle au début de
I'évolution des eucaryotes, en particulier avec des bactéries
endosymbiotiques et des partenaires archéens. Cependant,
le transfert de matériel génétique est de plus en plus limité
chez les eucaryotes complexes en raison de la
compartimentation du matériel génétique, des cycles de
reproduction sexuée qui ¢éliminent I'ADN étranger et des
réseaux intégrés de régulation des génes.

Les correspondances avec les eucaryotes ne remettent pas
en cause la théorie de I'évolution animale des amibozoaires.
Au contraire, les correspondances avec les eucaryotes sont
de moins bonne qualité que celles avec les nucléariidés,
avec des scores de bits et des longueurs inférieurs. Elles
représentent plutdt Oopsacas minuta, reflétant le pool
génétique partagé des multiples prototypes multicellulaires.

Les similitudes de séquence entre Oopsacas minuta et
amiboides nucléariidés couvrent les geénes de I'ARN
ribosomal nucléaire, les génomes mitochondriaux et
diverses séquences codant pour des protéines. L'HGT
expliquant ces schémas nécessiterait des événements de
transfert coordonnés entre les compartiments nucléaires et
mitochondriaux, ce qui n'est pas plausible d'un point de vue
mécanique, étant donné que ces compartiments
fonctionnent selon des voies et des pressions sélectives
différentes. Les identités de séquence de 80 a 85 % refletent
une conservation systématique sur des milliers de paires de
bases, caractéristique de I'héritage phylogénétique, plutot
que des acquisitions de génes isolés typiques des
événements HGT.

Les séquences d'Oopsacas minuta ont été générées
indépendamment a partir de populations géographiquement
distinctes en utilisant plusieurs technologies de séquencage
par des groupes de recherche distincts. Les séquences
correspondantes des nucléariidés et des fonticules ont
également été isolées et séquencées indépendamment.
L'ampleur des similitudes moléculaires entre les genes, les
lignées et les sources de données dépasse les schémas
locaux et sporadiques typiques de la contamination.

L'identité de séquence de 80 a 85 % observée entre les
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grands fragments d'ARNr et les fragments mitochondriaux
dépasse les seuils attendus pour une évolution convergente.
L'évolution convergente des séquences dans des loci
hautement conservés est de loin moins probable que la
convergence morphologique sous l'effet de pressions
écologiques partagées.

L'hypothese de la "perte de genes" (selon laquelle les
organismes basaux possédaient autrefois une machinerie de
développement complexe qu'ils ont ensuite perdue)
représente un scénario évolutif contre-intuitif. Du point de
vue de la parcimonie, il est plus probable que ces génes
aient évolué plus tard, au fur et a mesure que les organismes
devenaient plus complexes, plutot que d'apparaitre tot pour
étre ensuite éliminés de maniére sélective. Si Oopsacas
minuta représente un point d'embranchement précoce dans
cette trajectoire ¢évolutive, l'absence de systémes de
développement métazoaires refléterait une condition
ancestrale plutét qu'une perte secondaire.

Si d'anciennes caractéristiques eucaryotes peuvent
expliquer certains éléments conservés, cette hypothése ne
peut expliquer le degré et la spécificité des
correspondances, l'absence totale de machinerie de
silicification ou la présence de protéines d'échafaudage
spécifiques aux amibozoaires. La conservation a long terme
de plusieurs loci indépendants sans contrainte fonctionnelle
a travers des divergences de plusieurs milliards d'années est
improbable.

Les preuves moléculaires indiquent de maniere cohérente
une véritable affinité évolutive entre Oopsacas minuta et
les lignées d'amibozoaires.

Lacunes de la recherche et biais
taxonomiques

Plusieurs facteurs expliquent pourquoi la véritable histoire
évolutive d'Oopsacas minuta est restée inconnue pendant
pres dun siecle. La systématique moléculaire
contemporaine se concentre principalement sur la
résolution des relations au sein des groupes taxonomiques
établis plutdt que sur la question de savoir si ces groupes
sont correctement définis.

En outre, le type d'analyse exploratoire compléte des
séquences qui a permis de mettre en évidence ces relations
est rarement réalis¢ dans le cadre des programmes de
recherche actuels. Les priorités actuelles en matiére de
financement et de publication accordent peu d'importance a
la recherche moléculaire exploratoire, alors que la biologie
évolutive du développement a fondamentalement besoin
d'une telle exploration pour identifier de nouvelles relations
et remettre en question les cadres existants.

Pour combler cette lacune, la méthodologie récursive de
découverte d'homologies profondes employée ici recherche
systématiquement dans les bases de données moléculaires
pour détecter des affinités évolutives profondes que les
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approches étroites ne parviennent pas a détecter.

Lyssacinosida : 1'architecture ancestrale
des éponges

Les recherches existantes placent Oopsacas minuta dans la
famille des Leucopsacidae de l'ordre des Lyssacinosida
(Dohrmann et al. 2023). Les Lyssacinosida sont considérés
comme un groupe "souche" et les premiers hexactinellides,
avec des fossiles identifiés datant de 1'Ordovicien supérieur
(Botting et al. 2025 ; Li et al. 2019).

Récemment, des fossiles de Rossellidae ont été identifiés
dans le biote hirnantien d'Anji, au Zhejiang, en Chine, y
compris ce qui semblait étre un "chainon manquant” entre
les démosponges et les hexactinellides (Botting et al., 2017
; Botting et al. 2022 ; Botting et al. 2025).

L'organisation du squelette des lyssacines est caractérisée
par des spicules parenchymateuses généralement non
connectées, contrairement aux autres éponges de la sous-
classe ou les spicules forment un squelette plus ou moins
étroitement connecté. Des analyses phylogénétiques
récentes révelent que la division majeure des
Hexasterophora n'est pas entre les taxons lyssacins et
dictyonaux, mais plutot entre les taxons avec et sans
sceptrules et uncinates, placant les lyssacinosidans en
position basale (Dohrmann et al. 2017).

L'organisation tissulaire syncytiale caractéristique des
hexactinellides trouve son expression la plus extréme chez
lyssacinosidans, la majorité des tissus de l'adulte étant
constitu¢e d'un seul syncytium géant multinucléé (Leys et
al. 2006). Cette architecture cellulaire, combinée a
l'absence de mécanismes de signalisation électrique connus
dans d'autres classes d'éponges (Leys et al. 2007), suggére
le maintien de mécanismes de coordination cellulaire de
type protiste.

Le développement embryologique des Oopsacas montre la
formation de syncytia par fusion de blastomeéres (Leys et al.
2006), un processus qui est plus proche de I'organisation
coloniale des protistes que de 1'embryogenése typique des
métazoaires.

Les scores ¢élevés de similarité génétique entre Oopsacas
minuta et certains genres de rossellidés par rapport a
d'autres éponges de verre (Santini et al. 2023), suggérent
que ces lignées partagent des modules génétiques conserveés
qui ont été perdus ou ont divergé dans d'autres lignées
d'hexactinellidés. Ce modéle de conservation a travers les
fronti¢res supposées des familles indique une ascendance
partagée qui précede la radiation des familles modernes
d'hexactinellidés, en accord avec la rétention d'une
architecture génétique ancestrale dérivée des protistes.

Ces résultats soutiennent collectivement I'hypothése selon
laquelle les "éponges de verre" lyssacinosidan représentent
soit des formes de métazoaires extrémement précoces qui
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conservent une organisation semblable a celle des protistes,
soit une lignée distincte de descendants de protistes qui ont
é¢volué de maniére convergente vers des morphologies
semblables a celles des éponges tout en conservant des
différences fondamentales dans 1'organisation génomique
et I'architecture cellulaire par rapport aux métazoaires.

En outre, au sein de l'assemblage des lyssacinosides,
Oopsacas minuta représente un cas particuliérement
frappant de divergence évolutive par rapport a l'ancétre
commun supposé ou de preuve que certains processus
métazoaires fondamentaux peuvent se produire et se
produisent effectivement sans les outils génétiques des
métazoaires.

Selon la premiére théorie, la combinaison d'une biologie
avancée et d'une complexité génomique réduite suggere
qu'Oopsacas représente une solution évolutive alternative a
l'organisation multicellulaire qui a divergé précocement des
autres lyssacinosidés et a continué a évoluer selon une
trajectoire nouvelle.

Selon la seconde théorie, des processus avancés que l'on
croyait appartenir exclusivement aux métazoaires peuvent
se produire et se produisent effectivement sans les genes
principaux des métazoaires, ce qui indique que certaines
des fonctions biologiques complexes que nous attribuons
aux "animaux" ne sont en fait pas exclusives aux
métazoaires.

Le génome d'Oopsacas minuta fournit des preuves
irréfutables de l'existence d'une organisation cellulaire
semblable a celle des protistes. Avec seulement 16 413
genes, il fait partie des plus petits génomes de métazoaires
non parasites rapportés a ce jour, avec l'absence de
nombreux genes généralement considérés comme
ancestraux et  essentiels pour les  processus
morphogénétiques des métazoaires, y compris une voie
Wnt fonctionnelle et de nombreux facteurs de transcription
(Santini et al. 2023). Cette architecture génomique est
cohérente avec la rétention d'une boite a outils génétique de
type protiste qui a précédé 1'¢laboration d'une machinerie
de développement complexe chez les métazoaires.

Ces deux théories indiquent que l'assemblage du
lyssacinosidan peut englober de multiples expériences
évolutives indépendantes dans la transition d'une
organisation de type protiste a une organisation de type
animal.

Orientations futures de la recherche

La reclassification proposée d'Oopsacas minuta en tant
qu'amibozoaire multicellulaire exige une confirmation

expérimentale rigoureuse et des recherches plus
approfondies.
En outre, bien que les preuves moléculaires et

morphologiques indiquent une architecture organique, non
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siliceuse, une validation chimique définitive reste
essentielle. Les techniques analytiques telles que la
spectroscopie de rayons X a dispersion d'énergie, la
diffraction des rayons X, la spectroscopie FTIR et les essais
de dissolution & Il'acide fluorhydrique devraient étre
prioritaires pour déterminer si ses spicules sont composés
de silice ou d'une matrice organique.

S'il s'avére que cet organisme n'utilise méme pas de silice
comme le font les éponges de verre, il faudra le retirer des
Hexactinellida, ce qui entrainera probablement une
affectation temporaire aux Porifera incertae sedis ou
justifiera méme la création d'un nouveau groupe
taxonomique de haut niveau pour les organismes
multicellulaires non métazoaires. Cela pourrait également
permettre a la moisissure visqueuse de trouver enfin un
foyer taxonomique approprié.

Les efforts de recherche paralléles devraient inclure un
échantillonnage phylogénomique ¢élargi aux éponges
siliceuses et non siliceuses pour résoudre les relations
profondes et tester d'autres lignées mal classées, ainsi que
des études fonctionnelles de ses enzymes de construction
d'échafaudages et de sa voie de reproduction.

La préservation est désormais une priorité scientifique
urgente. Le confinement apparent d'Oopsacas minuta aux
grottes d'anchialine méditerranéennes (habitats fragiles et a
faible ¢énergie) le rend extrémement vulnérable aux
perturbations anthropogéniques, a l'acidification des océans
et au réchauffement régional. Des protocoles de culture
devraient étre mis au point pour permettre le
développement, I'étude, les soins et la conservation a long
terme.

Cet organisme est peut-étre le seul représentant survivant
d'une voie évolutive vieille d'un milliard d'années, et sa
survie ne doit pas étre laissée au hasard.

Conclusions de 1'étude

Cette étude présente des preuves moléculaires qui remettent
en question la classification actuelle d'Oopsacas minuta.
L'organisme présente une homologie de séquence
cohérente et inhabituellement forte avec les amibozoaires
Nuclearia thermophila et Fonticula alba. Ces affinités
apparaissent dans de multiples loci conservés, y compris
I'ARNTr 18S et 28S, les séquences mitochondriales et une
région de 5,2 kb de PRPF8, qui ne sont pas attendus dans
une lignée de métazoaires.

La combinaison de 1'identité moléculaire des amibozoaires,
de l'absence de systémes de développement clés des
métazoaires et de caractéristiques multicellulaires ayant
¢évolué¢ de maniére indépendante soutient 'hypothese selon
laquelle Oopsacas minuta représente une lignée évolutive
distincte. Ces caractéristiques ne s'expliquent pas
facilement par la seule ascendance de 1'éponge et semblent
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refléter une convergence vers une physiologie semblable a
celle de 1'éponge a partir d'un point de départ différent.

Oopsacas minuta et l'ensemble plus large des
lyssacinosidés représentent un cas remarquable d'évolution
convergente vers une complexité de niveau animal par une
voie évolutive entiérement non métazoaire. Les
alignements génétiques entre Oopsacas et des amibozoaires
comme Nuclearia et Fonticula alba, combinés a
l'architecture syncytiale étendue et aux capacités uniques
du groupe, suggérent que ces organismes ont atteint des
fonctions animales grace a la machinerie cellulaire des
amibozoaires (c'est-a-dire la signalisation du réseau
cytoplasmique et I'organisation syncytiale multinucléée )
plutdt que par les voies de développement canoniques des
métazoaires.

La trajectoire évolutive semble progresser depuis les
prototypes de type Oopsacas utilisant une génétique
purement amiboenne pour réaliser des fonctions animales,
jusqu'aux éponges de verre qui ont "métazoanisé" ces
innovations initialement amiboennes, en passant par les
formes transitoires de type lyssacinosidan qui ont acquis
des geénes métazoens tout en conservant des architectures
amiboennes.

Il s'agit d'une évolution indépendante de la complexité
multicellulaire parallele a celle des métazoaires
conventionnels, ce qui confirme I'hypothése du prototype
multicellulaire multiple. Plutét que d'étre des animaux
dégénérés auxquels il manque des genes essentiels, les
éponges de verre semblent étre des amibozoaires qui ont
inventé des stratégies écologiques de type animal avant les
métazoaires, influencant par la suite 1'évolution des
métazoaires ou convergeant avec elle, tout en conservant
leur héritage cellulaire amibozoaire distinctif.
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