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«ETUDE DE LA DYNAMIQUE DES REPETITIONS DANS
LES GENOMES EUCARYOTES: DE LEUR FORMATION A
LEUR ELIMINATION »

Résumé

De la bactérie a I'homme, dispersées ou en tandesnrépétitions peuvent représenter jusqu’'a 90 %ade
séquence génomique. Malgré leur impact sur la iplEstet I'évolution des génomes eucaryotes, leurs
mécanismes de formation sont encore trés spéeculdtihsertion continue de nouvelles répétitions/rdé
conduire & une augmentation constante de la eegénomes. Or, il ne semble pas que ce soisleYca t-il
régulation de la taille des génomes? Le processugédulation est-il le méme dans I'euchromatine et
I'hétérochromatine?

Afin d'étudier la dynamique des répétitions, jawloppé un ensemble de programmes informatiques lpo
détection des duplications segmentaires (DS) etd}@itions en tandem (RT). A partir des carastiées des
DS détectées chd&xrosophila melanogastefai proposé un modéle de formation des DS, Isaséin modéle de
recombinaison homologue non-allélique. Jai égatgmdentifié les traces de l'implication des élémsen
transposables (ET) dans ce processus.

Afin de caractériser la relation existante enteerpétitions et la structure de la chromatine,gigsuite réalisé
une analyse comparative de la dynamique des népétieuchromatiques et hétérochromatiques. Potracail,
nous avons choisi comme modele d'étédabidopsis thaliana

La construction d’arbres phylogénétiques des sémpsenépétées m'a permis de dater les répétitionsis N
suggérons ainsi une propagation par « vague » fles’& ensuite estimé les forces d'élimination depies
d’ET. Nos résultats suggerent que dans l'euchromatia pression de sélection due aux genes induit
I'élimination des répétitions. Dans I'hétérochromaf la faible densité en génes permet de mainterérforte
densité en ET. Pourtant, les estimations du taupetée en ADN, prédisent un turnover aussi rapidesd
I'euchromatine que dans I'hétérochromatine. Afincdatre-balancer l'insertion des ET dans I'hétérontatine,
nous pouvons invoquer la recombinaison homologueatiélique.

Mots-clés

Eléments transposables, duplications segmentaas)ites, cassures double-brin d’ADN, réarrangesje
recombinaison ectopique, structure de la chromatine






«REPEAT DYNAMICS IN EUKARYOTIC GENOMES . FROM
THEIR FORMATION TO THEIR ELIMINATION  »

Abstract

From bacteria to human, interspersed or in tandepeated sequences can cover more than 90 % afoange
sequence. Despite their impact on the evolution thedplasticity of eukaryotic genomes, their medsranof
propagation remains still unclear. The continusmsgition of new copies should induce the incredggeoome
size. What are the selection pressures involvedeérgenome size regulation? Do these selectiongttrare the
same in euchromatic and heterochromatic regionsidar to highlight the repeat dynamics, | firsveleped
computational pipelines to detect segmental duiidina (SDs) and tandem repeat arrays (TRs).

The SD features of the detected in thsophila melanogastegenome, allowed us to propose a non-allelic
homologous recombination mechanism as a SD formatiodel. This process can be induced by repeaktsasic
TEs. Indeed, | showed the traces of transposableagits (TES) at their breakpoints.

To understand the relationship between the repsadsthe chromatin structure, we investigated thpeat
evolutionary dynamics by comparing their featurefiéterochromatin and euchromatin domainarabidopsis
thaliana We constructed phylogenetic trees of repeats stimate their divergence in euchromatin and
heterochromatin. The tree topology of TE familieBects transpositions by “burst”. In order to epl the size
and divergence variations of the TE copies betwihege two chromatic domains, we estimated the gttnenf
repeat elimination into these regions. Our analgsiggests that the gene selection pressure effdateés in
euchromatin the repeat elimination, although, itefechromatin, the gene paucity allows to mainthin high
TE density. However, the DNA loss rate estimatisnggest the same fast turnover in the both chromati
domains. To counteract the TE insertion in hetemtiatin, we proposed that non-allelic homologous
recombination may play a significant role. Thisqess allows to eliminate rapidly lots of copies.

Keywords

Transposable elements, segmental duplicationdlitestedouble-strand break DNA repair, rearrangetneon-
allelic homologous recombination, chromatine sticet
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Introduction

1. Introduction générale

Les séquences d’ADN répétées ont longtemps étédéodess comme des éléments
parasites des génomes. Elles se révelent aujourdtimme des éléments moteurs de
I'évolution. De la bactérie a 'homme, dispersées en tandem, elles peuvent
représenter jusqu’a 90 % de la séquence d’'un géneingue pour le génome du blé.
Chez I'hnomme, plus de 50 % du génome se compagpéidions. Méme si leur impact
reste encore flou, il est clair qu'elles particigeactivement a l'organisation et a
I’évolution des génomes. En effet, l'insertion de séquences peut étre délétere ou peut
perturber le fonctionnement des génomes. Pourtamts dynamiques et mécanismes de
formation restent encore obscurs.

On distingue trois types de répétitions: (1) leénénts transposables (ET), (2) les
satellites ou répétitions en tandem (RT), (3) stdeplications segmentaires (DS). Elles
présentent toutes trois des caractéristiques qui #ont propre: organisation, nombre
de copies, taille, composition, etc. Ces caractiénes peuvent quelque peu différer
d'un organisme a un autre. Dans les génomes eut@syoles régions
hétérochromatiques en sont enrichies, ce qui swggae relation entre la structure de
la chromatine et la présence de répétitions dassrégions.

Dans ce premier chapitre, aprés un rappel des ppales caractéristigues des
répétitions, je présenterai les modeles actuelsnetiant d’expliquer la formation et
I’évolution des répétitions. Puis, jintroduirai laroblématique de ma thése en abordant

leur impact fonctionel et structural sur les génsme
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Figure 1. Classification des ET.

Les ET sont subdivisés en deux classes. Les élémsmtdistinguent d’abord en fonction de leur
intermédiaire de transposition (ARN ou ADN), puie tbur structure. Les éléments de classe | ou
éléments a intermédiaire ARN ne nécessitent quaemde cassure pour la transposition. On distingue
parmi les rétroéléments, les éléments avec oulsBRsdes répétitions directes présentes aux extédmi
des séquences. Pour les transposons ou élémentdaste Il, les éléments transposefd un
intermédiaire ADN. Leur mécanisme est initié patadsures d’ADN. On distingue deux sous-classes de
transposons d’aprés leur mécanisme de transpasit@mnéléments de la sous-classe 1 se propageant
des transposases alors que ceux de la sous-classéel@s mécanismes de propagation différents (8Vick
et al.2007).
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1.1. Les différents types de répétitions des gésome

1.1.1. Les Eléments Transposables (ET)

Les ET ont été découverts par Barbara Mc Clintd@50). Elle interpréta de fagon
inédite des mutations instables du mais, en lexcesg a des déplacements spontanés
de fragments d'ADN dans le génome. Ces élémentsapables de sauter d’'un endroit
a un autre d’'un génome: ils transposent. Les ETgrdureprésenter jusqu’a 90 % de la
séquence d'un génome comme celui du blé (SanMiguel. 1998). Chez 'homme,
prés de la moitié du génome correspond a des Efdfraet al. 2001). Considérés
comme hautement mutagenes, ils s’inséerent fréequerndaans les régions codantes ou
régulatrices.

Plusieurs systémes de classification des ET ontpét@osés. Certains auteurs les
classent d’aprés le mécanisme de transpositiony'attres d’aprés leur structure.
Finnegana proposeé, en 1989, la premiére classificatioonsétur intermédiaire de
transposition (Finnegan 1989). On distingue aiesidléments de classe |, aussi appelé
rétrotransposons, qui transposerd un intermédiaire ARN selon un mécanisme de
« copier-coller », et les éléments de classe lltransposons qui transposerné un
intermédiaire  ADN selon un mécanisme de «coupkerce. Pendant de trés
nombreuses années, cette classification a étéd&yasi comme la classification de
référence. L'observation d’éléments au mécanisifiérdnt des deux autres, a conduit &
la création d’'une troisieme classe (ou classe lLI§ccumulation de nouvelles données
et I'émergence de nouvelles techniques d’étude faiit place a une nouvelle
classification basée sur le mécanisme (Curcio eby3dire 2003). Elle tient compte du
nombre de cassures nécessaire a la transposition.

Wicker et al. ont proposé en 2007 une nouvelle classificatiooméiliant intermédiaire

et mécanisme de transposition. Cette classificgg@ymet de garder la notion d’élément
de classe | et de classe Higure ). Une nomenclature a également été proposeée.
N’étant pas encore admise par tous, celle-ci na pas utilisée dans ce manuscrit
(Wicker et al. 2007).
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Les rétrotransposons Figure 1, appelés aussi éléments de classe |, sont d'abord
transcrits sous forme d'ARN. lls produisent un ewnzyme, la transcriptase reverse,
qui synthétise une molécule d'ADN a partir de c&NA Puis, le nouveau fragment
d'ADN synthétisé s'insére ailleurs dans le génabdmedistingue deux grands groupes de
rétrotransposons: les rétroéléments sans LTR pdung Terminal Repeats et les
rétroéléments a LTR. Ces derniers possédent lesaides de la glycoprotéine de
capside (ou « gag ») et de la polymérase (ou #)pdls sont de plus bornés par deux
répétitions directes: les LTR. Ces LTR se compose3déléments: U3, R et U5.
Les éléments R sont des courtes répétitions aloes lgs éléments U3 et U5
correspondent a des régions ternimales uniquese Balnsence du domaine « env » de
I'enveloppe différencie les rétroéléments a LTR i@dovirus.

Parmi les rétroéléments dépourvus de LTR, on djgénles LINE pour &ong
INterspersed Elements et les SINE pour 8hort INterspersed Elements
Les éléments de ces deux superfamilles ont ennfitete une queue poly-A ou un

microsatellite de taille variable.

Les transposons(Figure 1) ou éléments de classe I, transpogentin intermédiaire
ADN. Ces éléments, s'ils sont autonomes, codentttamsposase. Grace a celle-ci, une
copie est excisée de son site donneur pour s'maifleurs dans le génome. D’apres le
mécanisme de transposition, on distingue deux eslasses de transposons.
Le mécanisme des éléments de la sous-classe Igrasistré par la transposase.
Celle-ci induit une Cassure Double-brin (CDB) aie sionneur qui est ensuite réparée.
Les éléments dits non-autonomes car dépourvusatspiosase, peuvent se propager
grace a la transposase d'un autre ET. Les transposont caractérisés par des
séquences répétées terminales et inversées appeleddR pour derminal Inverted
Repeats>. On retrouve dans cette classe les élémentdAIE pour «Miniature
Inverted-repeats Transposable Elementd.a taille de ces éléments n’atteint que
quelques centaines de paires de bases (pb). Méiearsnécanisme de propagation
demeure encore mal connu, la présence de TIR @iS@e suggere que ces éléments
dérivent d’éléments de classe I, et sont mobil#sdes éléments autonomes de leur
famille d’origine. Poutant, la région interne nésente aucune similitude avec celle des
transposons d’origine.

Dans la deuxiéme sous-classe, on retrouveléisrons et lesPolintons(ou Maverick).

Les mécanismes proposeés different de ceux des éléme la premiére sous-classe.
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LesHélitrons ont un domaine protéique HEL. Ce domaine se comgasie hélicase et
un domaine initiateur de la réplication. Le mécaragéplicatif est connu sous le nom
de «rolling-circle » (Kapitonov et Jurka 2001, 2007). La séquenceeate eléments
contient également une région palindromique a pndgi de la région 3’ terminale
(de 10 a 12 pb avant la fin de I'élément). Cettgioié palindromique forme une
structure en épingle a cheveux de moins de 20 mute$ les copies de cette
superfamille sont bornées en 5’ par TC et en 3@BERR (la lettre R correspond a une
base purine).

Les Polintons se composent d'une intégrase et d'une polymérBss TIR ont
également été décrits aux bornes Betintons Bien que plusieurs modéles aient été

proposes, le mécanisme de transposition de ceggigmeste encore indéterminé.

1.1.2. Les Duplications Segmentaires (DS)

A l'opposé des ET, les DS sont généralement dexiti@ms en faible nombre de copies
(Nous fixons ce seuil & 5 copies). Ces répétitions peuvent couvrir plusidiiobases
(kb). Lorsqu’elles concernent des chromosomes msntien parle d’hyperploidie.
Des duplications peuvent également se produireéahdlle du génome entier et
conduire ainsi a de la polyploidie. Chez les prasata taille des DS détectées varie
entre 1 et 400 kb. Les copies partagent une foleatité de séquences entre elles
(> 90 %). Elles auraient vu le jour lors des 35naas millions d’années. Des analyses
de FISH («luorescent In Situ Hybridizatios) etin silico ont révélé que plus de 5 %
de la séquence du génome humain correspond a dg8&li8y et al. 2001; 2002;
Cheunget al.2003; Sheet al.2004). Les DS humain ayant de 98 % a 100 % d'itkent
de séquence sont réparties tout le long des chmmes Pourtant, des zones
d’accumulation de DS ont été identifiées. Leur lisegion semble liée a la distribution
des points chauds de recombinaisoretJal. 2000; Armengokt al. 2003; Lockeet al.
2003). Pour les DS moins conservées (de 90 % a)98wbserve un enrichissement
au niveau des régions péricentromériques et subélques. On distingue donc 3 types
de DS, en fonction de leur localisation et leundtire: les DS péricentromériques, les
DS subtélomériques et les DS dispersées euchramatiailey et Eichler 2006). Les
DS peuvent aussi bien étre composées d'ET que desgé&hez les primates, ces
segments dupliqués apparaissent riches en ET.dgments ne recouvrant qu’un seul
gene, et cela entierement, sont appelés « duplitsatyeniques ». D’autres segments

peuvent recouvrir plusieurs copies d'ET et plusegenes. Une famille multigénique

5
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correspond a un groupe de génes partageant desofeneimilaires ou proches. Les
génes de ces familles, issus de telles duplicatisost généralement organisés en
«clusters» (Nei et Rooney 2005).

1.1.3. Les Répétitions en Tandem (RT)

Les séquences d’ADN satellites sont des séquerggEsées en tandem. Elles sont
composées de deux ou plusieurs répétitions adgsatitn méme segment d’ADN.
Elles se forment lorsqu’'un fragment d’ADN est copié deux fragments adjacents.
On les trouve chez tous les eucaryotes. Ces rn@pétiteprésentent environ 3 % du
génome humain. Elles sont majoritairement locatisée niveau des télomeres et des
centromeres. L'impact de ces séquences dans deraeosals maladies humaines a attiré
I'attention de la communauté scientifique.

On distingue trois types de satellites: les saslli(Csink et Henikoff 1998), les
minisatellites (Jarman et Wells 1989) et les miatelites (Karlin et Burge 1995).
On les différencie principalement par la taille desités de répétitions.
Les microsatellites sont des séquences dont I'waitiée de 1 a 6 pb. La taille des unités
des minisatellites va de 6 pb a une centaine degpde bases et les satellites jusqu’'a
plusieurs centaines de paires de bases. On associmicrosatellites et minisatellites
différents noms tel que SSR pouBinple Sequence Repeatsu STR pour &hort
Tandem Repeatsou encore VNTR pour\¥ariable Number of Tandem Repeats
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1.2. Leur dynamique

1.2.1. Propagation des ET

On estime le taux de transposition par élément%01010* événements par génération
chezDrosophila melanogastet.e taux d'excision dite « précise » est estiméeeh®®

et 10"° par élément et par génération, soit environ 10f6@0plus faible que le taux de
transposition (Haradat al. 1990; Nuzhdin et Mackay 1995; 1997; Maséteal. 2000;
2001). Le taux d'insertion des copies étant plugdrtant que le taux d’élimination par
excision, on devrait s’attendre a une accumulatddfl, c’est-a-dire une constante
augmentation de la taille des génomes.

Or, ce n'est pas ce que I'on observe. Il y a daguiation du nombre de copies d’'ET.
Les insertions déléteres altérant I'expression giases étant contre-sélectionnées, la
régulation du nombre d’ET peut donc s’exereir la sélection (Biemont et al. 1997;
Nuzhdin 1999).

Les premieres études ont suggéré une insertiorioak®ades ET dans un génome.
Mais certains sites dits « chauds » sont plus pespa l'insertion d’'ET. Ces régions
sont généralement riches en satellites. Les E€tseuvent aussi en abondance dans les
régions hétérochromatiques.

En fonction du type d’élément, le mécanisme despasition étant différent, on ne
s’attend pas a observer une dynamique d’insertioniasre. En effet, la propagation
d’'un transposon conduit a I'excision de la copiesia donneur. Une CDB est alors
créee. Différentes voies de réparation rentrengi&n compétition: des mécanismes
de RH pour « Réparation Homologue » et des mécasiston-homologues.

Si la cassure est répargi@ un mécanisme de RH, une autre copie de cet élépeemt
servir de séquence matrice. Une nouvelle copieaist insérée au site de cassure.
Par contre, si cette cassure est répai@en mécanisme de réparation nhon-homologue,
le nombre de copies peut rester inchangé. Seuleciisation d’'une copie aura été
modifiée. Le mécanisme de transposition des él&mdmtclasse |, quant a lui, conduit

toujours a 'augmentation du nombre de copies.
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Figure 2. Mécanismes de la rétrotransposition.

a) Mecanisme de la réverse transcription des rétroéléemts sans LTR.(A) I'endonucléase crée une
cassure simple brin au site d’'insertioB) (Le brin d’ARN du rétroélément s’apparie au nivedai la
queue poly-A. C) Transcription inverse et clivage du brin complémée. O) Le brin dARN est
dégradé par le RNAase HE)(Synthése du deuxieme brin d’ADN) Mécanisme de rétrotransposition
des éléments a LTR(A) Le mécanisme est initié par la fixation de 'ARN transfert sur le site de
liaison: le PBS.B) Synthése du brin d’ARN (-)Q) Digestion par la RNAaseH de R et UB) (Premier
saut de matrice de la région d’ARN nouvellementuségée de I'extrémité 5’ vers I'extrémité 3E)(
Synthese d’ARN du brin (-) puis décrochage du PB3eeclivage au site U3.F) Digestion par la
RNAaseH du brin (+) de I'ARN matriceG] Synthése du nouveau brin d’ARN (+), initiée aueaiu du
PPT puis dégradation par la RNAase H de I'amoréB. $econd saut de matrice: le brin d’ARN
nouvellement synthétisé s’apparie au niveau I'enii€ 3’ via les PBS. I() Synthése du deuxiéme brin
d’ARN.
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La transposition par « copier-coller » ou rétrotransposition

Les mécanismes de rétrotransposition des élémehifRaet des éléments sans LTR,
sont totalement différents (Figure 2). Les mécapisnie rétrotransposition font
principalement appel a deux protéines: une trapisse inverse et une endonucléase.
La propagation des transposons a ARN sans LTR seuldéen 4 grandes étapes
(Figure 2 a) (Christensen et Eickbush 2005): (&pdlonucléase du rétroélément crée
une cassure simple brin au site d’insertion. (B&yanscription inverse de I'extrémité
3’ OH libre peut alors étre initiée. Pour celapkin d’ARN du rétroélément s’apparie
au niveau de la queue poly-A (ou microsatelitte) sknthese d’ARN conduit au clivage
du brin d’ADN complémentaire (D) En fin de synthed@DN, le brin d’ARN est
dégradé par le RNAase H. (E) La synthese du dewxierm d’ADN utilise comme
matrice, le brin nouvellement synthétisé.

Le cycle des éléments a LTR ressemblent énorméaneeiui des rétrovirus (Figure 2).
Le mécanisme est initié par la fixation de '’'ARN ulansfert sur le site de liaison: le
PBS pour «Rrimer Binding Site> (Figure 2bA). La synthese du brin d’ARN (-) est
initite a partir de I'amorce d’ARNt (Figure 2bB).aLRNAaseH dégrade ensuite
I'extrémité 5’ de I'élément (R et U5) (Figure 2bQe qui indui la recherche d’'une
nouvelle région d’appariement. L’action de la RNA¢s$nduit par conséquent un saut
de matrice de la région d’ARN nouvellement séquendé l'extrémitée 5 vers
'extrémité 3’ (Figure 2 bD). La synthese d’ARN 8un (-) se finit par le décrochage
du PBS puis le clivage au site U3 (Figure 2bE) RNAse H dégrade alors le brin (+)
de 'ARN matrice (Figure 2bF). La synthese du n@wérin d’ARN (+) peut étre alors
initiée au niveau du PPT pourPelyPurine Tract» (Figure 2 bG). Aprés dégradation
par la RNAase H de I'amorce de la synthese du @éewxibrin d’ARN, il y a un second
saut de matrice (Figure 2 bH): le brin d’ARN nouesient synthétisé s’apparie au
niveau I'extrémité 3via les PBS, ce qui permet de continuer la synthesgednieme
brin d’ARN (Figure 2 bl).
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La transposition par« couper-coller »

La formation d’'un dimére a partir de deux moléculiestransposase est la premiéere
étape de la transposition des éléments de classea IITIR (Figure 3)
(Reznikoff et al. 1999). La transposase se fixe au niveau des d&pafln d’induire

leur appariement. Le transposon forme ainsi une&lboila transposase coupe les deux
brins d’ADN grace a son activité endonucléase. dr@nt s’excise ainsi du site
donneur et s’insere ailleurs dans le génome. La @B uite au site donneur peut étre
réparée par un mécanisme de'RBans ce cas, la séquence d’une autre copie de cet
élément (généralement celle sur la chromatide shesite correspondant) servira de
séquence matrice. Au site receveur, l'insertionlaleopie excisée crée une nouvelle

CDB. Cette cassure conduit a la formation d’exttémcohésives complémentaires.

Les mécanismes de transposition des éléments slgedl@t de classe Il finissent par la
réparation des bases manquantes aux bornes dpitineérée. Cette étape induit la
formation de deux petites duplications directed(<pb) aux bornes de I'élément: les
TSD pour «Target Site Duplications (Figure 3). La présence de TSD est donc une

marque de l'activité de la copie.
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Figure 3. Mécanisme de transposition.

A. L'excisé de I'élément au site donneur se fait m@au des TIR. Elle crée ainsi une COB.La copie
excisée s'insére au niveau d'un site accepteunsklition nécessite une autre CDOB. Cette cassure
conduit a la formation d’extrémités cohésives campintaires. La réparation des bases manquantes
induit la formation des TSDD. La CDB générée au site donneur pourra étre répaaéeonversion
génique, ce qui permet de restaurer I'élément. [idigt également étre réparée par ligation desraitése
libres, ou fermeture imprécise (Reznikeffal, 1999).

Y Réparation Homologue
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Modéle de formation des éléments MITE

Un modéle de formation des MITE a été proposé pescliotteet al. en 2002
(Feschotte et al. 2002). Ces auteurs considere@déenents MITE comme des éléments
non-autonomes dérivant de transposons autonomeagprdd’ leur modele, la formation
des éléments MITE se déroule en deux étapes (Fgurea premiere correspond a
I'amplification du nombre de copies de plusieursiifles de transposons autonomes
proches en séquence. Les copies vont ensuite diveBgules les régions des TIR
restent conservées entre les copies. Pour expligueetite taille de ces éléments, ils
proposent une réparation incomplete de la CDB (Bngeal. 1990; Rubin et Levy
1997). Les éléments non-autonomes transposent@mgace a une transposase amenée
en trans par des copies autonomes de la méme famille. Qte g «rans-
mobilisation». Lorsque la transposase appartient a une aarmglé d’'ET, on parle de

« cross-mobilisations (Figure 4).

Plus récemment, Yangt al, ont mis en évidence l'activité de transpositicond
élément MITE cheZArabidopsis thaliana mPing Trois sources de transposase ont été
caractérisees : celles des éléments autonétimgset Pong et celle dérivée de TADNc
d’'un transcript dé’ing (Yanget al. 2007). D’aprés leurs résultats, la mobilisatiorlade
transposase d’éléments autonomes permet bien pageition de ces éléments de classe

Il non-autonomes.

Ancasior:
sutonomous TE

1 l ] l | 1 Diversification

cis- l > < D (I >
Few copies rr{nmuzunonl [ | l I l l Trmpeon
T T — T T i and abortive
. . " 0 gap repar
momagootion § () O A PO
o] O D O D aED
fariable size H H ' .
| CHED> | CHEDY o 3 | CHED)
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l : I l : \ MITE
el tmade | emmmnnmnnmdnn » P fu ) > ampification
trans-mobilization Cross-mobilization?
N 00 00 00 o0 OO

et OOQO 000 000 00 OO
0008 0008 0008 00 OO
OO0 00 009 oo

MITE subfamily
|

MITE family

Nature Reviews | Genetics

Figure 4. Modéle de formation des éléments MITE.

Ce modele prédit dans un premier temps, I'ampliicadu nombre de copies de plusieurs familles de
transposons autonomes provenant d'un méme ana@mmenun. Les régions des TIR restant conservées
entre les copies (malgré une forte divergence agites), des processus de transposition impliqlent
copies non-autonomes d’une famille avec les traseges de la méme famillettans-mobilization») ou

des autres familles @ross-mobilizations) pourront avoir lieu (Feschoté al, 2002).

11



Introduction

a) b)

A 5. o o 3 (@) Repcatalytic core:
3 5
- Motif 1 Moti 2 Motif 3

5 ! ¥ 5

B —C S:O
/

3
GxPxh(F/Y)h(T/S)hs-[55~79}-ExQxRxex(P/LJHxHhB(W/F)h-[115-219)-Yhxx YhxK

®)3 © ;“z
TP . e —
DNAB
E - :
¥ (] '
F P
* @ a" © 5
G INT' : \ ’ o
'_ } integration in the genome e _,gl ) ;_l
H o o " {é
v \W

TRENDS in Gensts

Figure 5. Modéles de formation des éléments de ctzslll.

a)-Modéle de formation deBolintons(Kapitonov et Jurka 2006)A] I'intégrase induit I'excision simple
brin de I'élément. B/C) Le brin libre forme alors une structure en fordeeboucle. D/E/F) réplication

du brin librevia la polymérase POLB dRolinton (G/H) La séquence double-brin s'integre a un site
cible par un mécanisme identique aux transpodopblodele de formation deslelitrons via un
mécanisme de rolling-circle » (Kapitonov et Jurka 2007)a/b) Fixation de la protéine sur un motif sur

la séquence donneuse et la receveuleClivage puis synthése d’ADNd) Le brin donneur sert ensuite
de matrice pour la synthése d’ADN du deuxiéme KenLe brin de la séquence donneuse est inséré au
site receveur.
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Transposition des Polintons.

De récentes études ont également permis de propwmsenécanisme de « couper-
coller » comme mécanisme de propagationRi@smtons En effet, la présence de TIR
et de TSD suggére un mécanisme proche de celuiralesposons de classe Il et de
sous-classe 1. Cependant, les caractéristiquesesleséquences suggerent certaines
particularités. La polymérase de cet €lément ajgpard la famille des polymérases des
bactériophages, des adénovirus et des plasmidesris.

Au vu de ces caractéristiques, Kapitonov et Jurkapooposé en 2006, un modele de
formation des Polintons. Premierement, durant lpligadtion, l'intégrase induit
I'excision simple brin de I'élément. Le brin libferme alors une structure en forme de
boucle. Il y a deuxiemement réplication du brinrdilvia la polymérase POLB du
Polinton Puis en fin de synthese, la séquence doubleshiritegre a un site cible par

un mécanisme identique aux transposons (Kapitondur&a 2006) (Figure 5).

Transposition par «rolling-circle »

Les Hélitrons sont supposés transposela un meécanisme de relling circle »
(Kapitonov et Jurka 2007). Ce modéle de transmsitist inspiré du monde bactérien.
La protéine Rep (pour Replication initiator») reconnait spécifiguement un motif
conservé de la séquence d’ADN. La protéine se $ixe ce motif, a la fois sur la
séquence donneuse et la receveuse. Le clivagsitede la séquence donneuse, permet
d’initier la synthése d’ADN. En effet, la CDB de kequence receveuse induit la
formation d’un hétéroduplex par ligation d’'une éxtité de la séquence donneuse avec
une des extrémités de la séquence receveuseld’hin donneur sert de matrice pour
la synthese d’ADN du deuxieme brin. En fin de sggth la séquence donneuse se
compose du brin nouvellement synthétisé et durbatrice. Au site receveur, le brin de

la séquence donneuse est inséré mais ne génate p&D (Figure 5).
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Figure 6. Modeles de formation des DS chez les mariieres.

a) Le modéle de Samonte et Eichler se déroule en d@mpes: (1) Transpositions de différents sites
(2) Duplicationtiglte ou totale de la nouvelle région créée.
b) a-Bailey et Eichler ont également proposé des madgtair expliquer la formation des duplications
chez 'homme. Le modéle de formation des duplicetipéricentromériques est proche de celui de

donneur vers un site accepteur;

Samonte et Eichler. Lors de la premiére étapesites accepteurs des transpositions sont localsés
les régions péricentromériqudsPour expliquer la formation des duplications sldsté&riques, une série

de translocations peut conduire a la création demé mosaique dans les régions subtélomériquém Se
ce modéle, les DS créées dans ces régions songustet de méme orientation (Samonte et Eichler

2002; Bailey et Eichler 2006).
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1.2.2. Modeéles de formation des DS

Apres des analyses phylogénétiques et comparate/d€3S chez les primates, Samonte
et Eichler ont proposé un modele de formation (Sdeoet Eichler 2002).
Ce modele prédit un processus en deux étapes éFHga). La premiere correspond a
une série de petites duplications ou transpositidms duplication des régions de
plusieurs sites donneurs vers un site acceptewdudtoa la formation d’'une séquence
dite « mosaique ». Celle-ci créée au site accemsiuensuite dupliquée totalement ou
partiellement. Ce modele permet d’expliquer I'enissement en répétitions des DS
détectées chez les primates. Mais il ne décrit lpasiécanisme moléculaire mis a
I'ceuvre.

Afin d’expliquer la formation des duplications pEENtromériques chez I'homme,
Bailey et Eichler proposent un modele de formatemdeux étapes, inspiré du modéle
de Samonte et Eichler (Figure 6 b.a) (Bailey ethkeic 2006) D’aprés ce modéle, la
région mosaique est crée dans une région périceétigue. Cette séquence est ensuite
dupliguée completement ou partiellement au nivealuned autre région
péricentromeérique.

Des copies de duplications de méme orientation,leggat majoritairement
interchromosomiques se retrouvent souvent localidéas les régions subtélomériques.
Bailey et al. ont proposé gqu’une série de translocations syigiedes réarrangements
pourrait conduire a la formation des duplicationstélomériques (Figure 6 b.b).

Les autres duplications détectées dans le génommaihusont dispersées le long des
chromosomes avec une distribution non-aléatoire. effet, les DS observées se
retrouvent préférentiellement a proximité de leéguence donneuse. Ce phénoméne est
appelé le «uplication shadowing. D’apres ce dernier, une région flanquée par une
duplication a 10 fois plus de chance d’étre impdigulans une autre duplication qu’une
autre région aléatoirement (Landsral. 2001; Newmaret al. 2005). Le mécanisme de
NAHR pour «Non-Allelic Homologous recombination a été suggéré suite a
I'observation d’'une forte densité en répétitiong goints de jonction des DS chez les
eucaryotes, comme par exemple les élemghigjui représentent 24 % des extrémités
des récentes DS, chez 'lhomme (Bailey et Eichl@620Chez la levur&accharomyces
cerevisiae des rétroéléments a LTR ont été identifiés auintpode cassure de

duplications (Koszul et al. 2004).
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Les modeles de NAHR apparaissent comme de bons lesog@ur expliquer la
formation des DS chez les eucaryotes. La forte itferen DS dans les régions
hétérochromatiques suggére un meécanisme en favelmserions dans

I'hétérochromatine.
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1.2.3. Expansion des RT

Une courte ségquence peut étre dupliguée en tarmtsndé la réplication. Le glissement
de la polymérase permet dexpliquer la formation d&es répétitions.

En effet, parfois 'ADN polymérase est bloquée yae structure secondaire de I'ADN
et « bégaye » sur cette portion d’ADN: la polyménavient en arriere de un a plusieurs
nucléotides, relit la séquence et la recopie eantréne nouvelle unité du satellite sur le

brin nouvellement créé (Ellegren 2004).

Increase in repeat length Decrease in repeat length
1 2 3 4 — 1.2 3 4
Ep—pa——— Initiation eyt
12 3 456567 8910 | 1 2 3 45867 8 910
5.4 3 -ib
y B 1 2,
—_ o Beocam —
12 3 45867 8 910 I 1 2 34567 8910
1 25 E Rehybridizaton | 1 2 3 4
and i e e e e
1 2 345 6 7 8 0 10 | misalignment 12(3) 4 5 68 7 8 010
1 2()45 6 7 8 0 1011 [Thenewstand] 1.2 3 4 5 6 7.8 9 10
is & different s — -
1 23 456 7 8910 length to the 12%) 4 56 78 910
template ;

Figure 7. Processus d’expansion et de contractiored RT.

Le glissement de la polymérase conduit & I'expansim la contraction d'un clustess de RT
(Ellegren 2004). Si le glissement se fait sur lgusfice donneuse, le nombre de copies du nouveau
«cluster augmente (a gauche). Si le glissement se praduila séquence en cours de synthése, le
nombre de copies du nouveatiusters est moins important que celui de la séquenceamm(a droite).

Pendant la réplication, le déplacement de la palgs® peut également induire la
formation de boucles de contraction. Si cette mg@pere au niveau du brin en cours
de synthese, il y a alors expansion de la régioguiagmentation du nombre de copies.
Par contre, si la contraction s’opére au niveauodu matrice, le nombre de copies de
répétitions diminue (Ellegren 2004). Au-dela d’wrtain nombre de copies, la région
satellite acquiert une dynamique plus importantas # y a d’'unités de répétitions et

plus la variation du nombre d’unités devient impate.

17



Introduction

Par conversion génique ou crossing-over inégal, rég®n satellite entiére peut étre
dupliguée ailleurs dans le génome (Figure 8). Gatb@agation peut se faire lors de la
RH” d’'une CDB d’ADN (Richard et Paques 2000). Le méxme de réparation peut

également faire varier le nombre de copies de itépet soit par glissement de la

polymérase ou arrét précoce de la synthese (F&)ure

Les mécanismes de formation des RT sont égaleragpbmsables de I'évolution de ces
répétitions. A I'opposé, les ET et les DS évolupat des mécanismes différents de

ceux de leurs formations.

Double-strand break

5 Chromoesome

X I i 1
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/_4 Tandem repeats

l DSB repair by gene conversion

Centromeric plasmid

jdaries 5 Lty ¢ ] [ T
IO ’
-
DNA synthesis
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Figure 8. Mécanisme de formation des RVia la conversion génique.

Aprés une CDB d’ADN, un ctuster> de répétitions en tandem peut a I'aide d’'uneorédiomologue,
conduire a la duplication dwckaster> de répétitions au site de cassure. Un arrét peéde la réparation
peut conduire a une diminution importante du nondbweités (Richard et Paques 2000).

“Réparation homologue
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1.3. Evolution et impact fonctionnel

1.3.1. Evolution des familles multigéniques

La dynamique des DS dépend de la composition emeségs des segments dupliqués.
Les duplications géniques suivent trois grandes es/oi d'évolution:
(1) la subfonctionnalisation, c’est-a-dire la spésation de fonction entre la copie
donneuse et la receveuse; (2) la néofonctionnalisasoit la création d’'une nouvelle
fonction pour la nouvelle copie; et la nonfonctiahsation, c’est-a-dire I'élimination de
la nouvelle copie. Méme si cette derniere intervienplus fréquemment, certaines
copies de génes persistent et donnent naissandarailbes multigéniques.

Depuis les années 1970, la détection et I'analgsailtte de familles multigéniques a
conduit a I'élaboration de différents modeles dlétion des genes. Le premier modéle
d’évolution de genes dupliqués a été appelé modeéle« divergent evolutiom
(Figure 9). Ce modele a été proposé apres l'anatjgae famille bien connue:
les Globines La relation phylogénétique entre les protéinesGtigbinesa permis de
suggérer une divergence croissante entre les g@meses régions intergéniques des
génes dupliqués sont plus similaires dans une mé&spece qu’entre deux especes
proches. Afin d’expliquer cette observation, unraunodéle a été proposé. Il a été

nommeé modele d’évolution concertée (Figure 9) (Brat al. 1984; Nei et Rooney

2005).
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Divergent Concerted Birth-and-death
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Figure 9. Les trois modeles d’évolution des famillemultigéniques.

L'analyse des familles multigéniques a conduit @ppser trois grands modeles d'évolution: le modele
«divergent evolutior», le modéle d’évolution concertée et le modéle«tath-and-death». Les cercles
blanc et noir correspondent respectivement aux ggérienctionnels et aux pseudogenes

(Nei et Rooney 2005).
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D’aprés ce modéle, un ensemble de genes évolueaiéema concertée et non pas
indépendamment les uns des autres dans un orgad@meé. Les mutations d’'un géne
sont copiées chez les autres genes par converdiogug. Ces mécanismes permettent
ainsi d’homogénéiser les mutations entre les copipees spéciation, les deux groupes
de génes évoluent indépendamment. Ce modele pefmgiliquer les observations
faites sur la plupart des familles multigéniquésjtee le «cluster» des génes des ARN
ribosomiques qui est I'exemple le plus représentiil’évolution concertée. Pourtant,
ce modele ne permet pas dexpliquer la dynamiqueluéve d'autres familles
multigéniques.

En effet, l'analyse des génes du systeme immuestairet du MHC
(ou «Major Histocompatibility Complex) a révélé des profils d’évolution assez
différents. Pour expliquer les observations, unveau modele appelé bath-and-
death» a donc été proposé par Nei et Rooney (Nei etn®p®005) (Figure 9).
D’aprés ce modele, certains des nouveaux genes patéluplication pourront se fixer

dans le génome alors que la plupart seront inagie§/ou délétés.

1.3.2. Réle de duplications géniques

En modifiant une région codante ou régulatrice,deglications de séquences peuvent
étre a l'origine de nouveautés génétigues. llsrjbwnsi, dans certains cas, un role
adaptatif. Le nombre et I'organisation des dupitca géniques peuvent avoir des
conséquences importantes pour l'organisme. Prepansexemple le gtustess des
genes dedistoneschez la Drosophile. On distingue 4 classes de gyEl&one en
fonction de leur profil d’expressio®s chaque stade de développement, seuls certains
géenes sont exprimés. Il existe des géenes dits geécet des genes dits tardifs.
L’expression des genes est de plus également dEtifique (Maxsoret al. 1983).
Dans de nombreux cas, les genes dupliquées oritl@ile sauvegarde: si I'expression

d’un géne essentiel est éteinte, une autre copie dgeéne peut reprendre le relais.
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1.3.3. L'impact fonctionnel des ET

De nombreuses études suggerent que des intronergecérivées d’'ET apres la
domestication de ces derniers (Giroux et al. 19G4)tains ET peuvent également étre
essentiels, voire vitaux pour la survie de I'hé€hez A. thaliana, le gene
«Daysleeper> est essentiel a la croissance de la planteégianm codante de ce gene
partage plusieurs caractéristiques avec la traaspodes éléments de la superfamille
deshAT (Bundock et Hooykaas 2005). Bundock et Hooykaggétent qu'il y ait eu
domestication de la transposase par I'hote afimtéyrer différentes fonctions
cellulaires (Bundock et Hooykaas 2005). L’absenee cette protéine entraine un
développement anormal de la plante.

On soupgonne également les ET d’étre a I'origindadmodification de la structure de

la chromatinevia la formation de petits fragments d’ARN abbérent.
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Figure 10. La transposition alternative.

(a) Mécanisme de transposition classique. L'apparieérpeécédent I'étape d’excision se fait entre les
deux TIR d'une seule copiéb) Exemple de mécanisme de transposition alternatfppariement se
déroule entre deux TIR de deux copies distincteay@000).

macrotransposons (eukaryotes)

Figure 11. La macrotransposition.

Le mécanisme de transposition est similaire a aiguia transposition classique. Ce processus @sitin
par I'appariement de deux TIR de deux copies ditt® et contigués. D'aprés ce processus, la région
interne aux deux copies peut étre dupliquée oulsimgnt déplacée (Gray 2000).
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1.4. Des acteurs de la plasticité des génomes

1.4.1. Les transpositions alternatives

L'impact des répétitions sur la plasticité des gies peut étre direct ou indirect.
On appelle « effet direct », I'impact d0 au mécard@sde propagation des répétitions.
L'insertion de répétitions est a lui seul un pratssimportant d’augmentation de taille
des génomes. Mais, durant le processus de tratispodiéléments de classe Il, des
erreurs de réparation des CDB peuvent conduire autess transferts de brins et donc le
déplacement ou la duplication de matériel génétidyes ET sont aussi des acteurs
important de la plasticité des génomes grace auzanigmes de transposition dits
« alternatifs » qui peuvent conduire a des réaparemts de grande envergure
(Figure 10). Parmi les processus de transpositiematifs, on distingue, en particulier,
le cas ou deux TIR de deux copies différentes siappt. En fonction des molécules
impliquées, l'excision conduit alors a différentsypés de réarrangements.
Dans I'exemple présenté sur la Figure 10, I'excigieut conduire a la formation d’'un
chromosome acentrique et d’'un chromosome dicemtrigu a la formation de délétions
et duplications. Ce phénomeéne a déja été obsepzZdtnombreux organismes tel que
la bactérie (avec les ET 18Tn10), le mais (avec les EAc/D9, le tabac (avec les ET
Ac/D9, et la Drosophile (avec dléement P (Prestonet al. 1996). La plupart des
réarrangements identifies comme induits par lesc&Tespondent a des délétions, des
duplications ou des inversions. Ce biais dans Eolation des réarrangements peut étre
da a la faible viabilité des organismes ayant sielsiautres types de réarrangements.

1.4.2. La macrotransposition

La grande différence entre la transposition classigt la transposition alternative est le
choix des TIR impliqués dans le mécanisme de t@sispn. Ce dernier peut également
choisir deux TIR de deux copies contigués sépadéeglusieurs kb. La transposition
conduit alors a la duplication d'un grand fragm@énomique. Ce mécanisme est
appelé: « macrotransposition » (Figure 11). Unntécanisme a été identifié chez les
procaryotes et les eucaryotes. Par exemple, I'élémeal0 s’est formé grace a deux
copies d’'un élément I®. Des évenements similaires ont été montrés clsepléamtes

pour I'élément Ac/Ds (Kunze 1996) et chez la Drosophile entre deux eopie

I'élémentmariner(Gray 2000).
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FIGURE 1. Chromosomal rearrangements caused by homologous recombination
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Figure 12. Les mécanismes évolutifs des répétitiopar recombinaison homologue.

En fonction de I'orientation et la localisation dépétitions, la recombinaison homologue ne corulast

au méme résultafa) Si les copies en sens direct sont localisées sux dhromosomes différents, la
recombinaison conduit & une translocati) Si les deux copies sont en orientation inverse, la
recombinaison conduit a la formation d’un chromosatitentrique et d’'un chromosome acentriqag.

La recombinaison entre deux copies présentes sorélae chromosome en sens direct conduit a une
duplication et/ou une délétiofd) Quand les deux copies sont sur le méme chromosm®inversées,

la recombinaison méne a l'inversion de la régiomgdse en ces deux répétitions (Gray 2000).
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1.4.3. La recombinaison entre copies de répétitions

On appelle « effet indirect », les réarrangementsRH"' ectopique ou NAHR dus a la
présence des répétitions dans les génomes. Enlafiieindance de copies de séquences
similaires dans un génome peut conduire a desar@@ments chromosomiques
importants, et ainsi a la réorganisation de celui-es évenements induits peuvent
conduire a des inversions, des délétions et egaledes duplications (Figure 12) (Gray
2000; Bailey et Eichler 2006). Le produit de cesrm@ngements dépend de la
localisation et 'orientation des copies. Si lepies sont en sens direct et localisées sur
deux chromosomes différents, la recombinaison db@dune translocation. Si les deux
copies sont en orientation inverse, la recombimaiseene a la formation d’un
chromosome dicentrique et d’un chromosome acemricgi les deux copies sont
localisées sur le méme chromosome, la recombinastie deux répétitions directes
conduit a une duplication et/ou une délétion. Quimsddeux copies sont inversées, la
recombinaison conduit a l'inversion de la régiormpoise en ces deux répétitions
(Figure 12).

1.4.4. La formation des solo-LTR

La recombinaison homologue non-allélique sembls fiéquente quand une répétition
est a proximité de la cassure. Or, durant la trasipn de rétroéléments a LTR, les
séquences des deux LTR sont rendues identiquesol8arve alors souvent la
recombinaison entre le LTR 5 et le LTR 3 dun m&meélément.
Cette recombinaison conduit & ce gu’'on appelle aio-ISTR. La relation entre la
formation des solo-LTR et la recombinaison homotogatopique a été montrée chez la
levure (Roeder et Fink 1980). On peut s’attendobserver dans les régions hautement
recombinogénes une plus forte densité en solo-LMRc@mparaison avec les LTR
complets. Les rétroéléments a LTR, pouvant atteinglusieurs kb et hautement
recombinogénes, apparaissent comme des acteurstamipde la variation de taille des
génomes. Cette relation entre taille des génomestreeléments a LTR a été étudiée
chez les plantes (Shirastial. 2000; Devost al.2002; Vitteet al.2007).

“Réparation homologue
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1.5. Problématique

1.5.1. L’évolution de la taille des génomes

Durant ces dix derniéres années, deux grandes dkd®volution de la taille des
génomes s’affrontent. La premiére penche pour wmardique constante, ce qui
conduit & une augmentation continue de la tailegomes. La deuxiéme propose un
maintien de la taille des génomes, impliquant ¢pulation de celle-ci.

Méme si de nombreuses copies sont éliminées jysts deur insertion, certaines se
fixent dans la population, ce qui conduit & unenagigtation constante de la taille des
génomes. En absence de sélection, 'augmentationadmille des génomesia
l'insertion d’ET, de grandes duplications ou par palyploidisation, affecte la
croissance et 'encombrement spatial des chromosafaas le noyau. Bennetzen et
Kellogg, vont jusqu’a parler de la tendance a I%t# des génomes (Bennetzen et
Kellogg 1997). Mais cet état induit une limite d@s des protéines aux séquences
génomiques et donc a la mort cellulaire. On peuisee que la sélection retarde ce
processus sur plusieurs millions d’années. Durariaps de temps, certaines insertions
peuvent alors avoir un impact évolutif impliquanbeu adaptation structurale de
'organisme a l'augmentation de la taille de somagée. Alexander Vinogradov a
proposeé l'absence de contraintes adaptative daealyploidisation. Son modéle prédit
une augmentation constante de la taille des gén¢vinesgradov 2003; 2004).

Nous pouvons également supposer une forte réguldée répétitions pour un maintien
de la taille du génome vers une taille minimale eséaire pour la cohésion de
I'information génétique dans d’'un génome. Dans a® ta taille actuelle d’'un génome
serait donc proche de la taille minimale. Cettedtlypse repose sur le fait que plus la
taille augmente et plus l'activité cellulaire eétuite. La sélection va donc tendre a
equilibrer la variation de taille.

Deux modéles ont été proposés pour expliquer cedterpar la sélection du nombre de
copies des répétitions. Le premier modele est app# « modele de rupture de
genes ». L'insertion de répétitions est ici corsidectionnée au niveau des génes ou des
régions régulatrices (Nuzhdin 1999). Ce modéleiprétke faible densité en répétitions
dans les régions riches en génes. Une étude eallsezA. thalianaa montré une

corrélation négative entre la densité en geneslieten ET (Wright et al. 2003).
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L’autre modéle, dit « modele de recombinaison dqtop», propose une sélection
contre les effets délétéres de la recombinaisoap&pie a cause des remaniements
gu’elle provoque. Ce modele prédit une accumulatienrépétitions dans les régions a
faible de taux de recombinaison, car peu élimin€esmodele prédit également une
sélection plus forte contre les copies de grandidies et contre les copies de familles
hautement répétées puisque plus sujettes a recemf@harlesworthet al. 1986;
Montgomeryet al. 1987; Dray et Gloor 1997; Petrev al.2003).

L'implication directe les protéines PIWI dans laogpenése de petits ARN: les
« piRNA » a réecemment été montrée chez la Drosehile Zebrafish. Ces petits ARN
sont reponsables dusitencinsg» d’'ET dans les lignées germinales. Par conséquent,
ces séquences sont également impliquées dans idienaile copies d’'ET (Brennecke
et al. 2007; O'Donnell et Boeke 2007). L'implication des@iRNA a été montrée chez
plusieurs espéces eucaryotes telles que la sdles. strucutres agissent également
directement sur I'activité de transposition des(E&rmellet al.2007).

De récentes études réalisées chez les planteDebvsaphile, ont cherché a confronter
ces modeles. Ces études ont montré que la recoistninactopique semble étre avec
les petites délétions, des forces majeures pemetéalimiter la taille des répétitions et
donc des génomes (Wicket al. 2003; Bennetzeat al. 2005; Vitteet al.2007; Wicker

et al. 2007). En effet, un grand nombre de rétroéléemarit$R sont fortement délétés
ou sous forme de solo-LTR (Shirastial. 2000; Devost al. 2002; Vitteet al. 2007).
Malheureusement, ces études n'ont pas permis d@&clee modeéle d’évolution de la
taille des génomes. On ne sait toujours pas sat@tion de taille est principalement
due a des variations du rapport du taux d’insefificacité d’élimination. D’autres
auteurs ont discuté de la variation de taille désoges a la lumiere de leurs
caractéristiques génomiques et environnementalass, aucune corrélation n’a pu étre

mise en évidence (Vinogradov 2003; Bennetzen 04I5).
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1.5.2. Le plan de travall

Mon sujet de thése s’inscrit dans I'étude de Iastdaé des génomes eucaryotes. Le but
de mon travail a été de déterminer et de discutefalganisation et de l'impact des
répétitions sur la plasticité des génomes.

Dans un premier temps, pour annoter les répétitigas développé un pipeline
informatique de détection des DS et un autre pauddtection des RT. Ces deux
pipelines, utilisés pour les génomes Mmsophila melanogasteet de Arabidopsis
thalianaseront présentés dans le chapitre 2.

Deuxiemement, afin de mieux comprendre la dynamdjusertion des répétitions, jai
analysé les DS détectées clizzmelanogasteet proposé un modeéle pour expliquer
leur formation. J'ai ensuite cherché a montrer paot des ET dans ce processus.
L’ensemble de ce travail sera exposé dans le cbehit

Dans la plupart des génomes eucaryotes séquene@sa@ts, les répétitions montrent
une densité plus élevée dans I'hétérochromatine.désequilibre entre insertion et
élimination est-il suffisant pour expliquer la ferdensité en répétitions dans les régions
hétérochromatiques? L'insertion des répétitionseistplus tolérée dans ces régions?
Troisiemement, pour répondre a ces questions, g@nparé la dynamique des
répétitions de I'euchromatine avec celles de I'tetéromatine cheA. thaliana Pour
cela, j'ai retracé I'histoire évolutive des répétiis et estimer les forces qui tendent a les
éliminer. J'ai pu ainsi discuter de la relationrenta présence de répétitions et la
structure de la chromatine. Ce travail vous setagnté dans le chapitre 4.

Enfin, le cinquieme chapitre est une discussiorég#a sur la plasticité des génomes
qui reprend les différents résultats obtenus durenthese.
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Détection des répétitions

2. Les méthodes de détection des repétitions

Détecter et annoter les répétitions sont les étapdétgales pour I'étude de leur
dynamique. Dans cette optique, j'ai développé, duraa thése, des outils de détection
des DS et des RT. Je vous présenterai dans cetiehbgs méthodes utilisées pour cette

tache.

2.1. Deux approches de détection des répétitions

2.1.1. Les méthodes de novo

Les méthodesle novode détection cherchent a identifier les répéti#tigans aucune
connaissanca priori sur celles-ci. La stratégie la plus courante ®tasa détecter dans
un premier temps lI'ensemble des répétitions d'unogeée. Puis, les copies sont
regroupées en familles de répétitions. Une séquemtsensus pourra étre ensuite créée
pour chacune des familles. Le jeu de données pentewmir différents types de
répétitions tel que les ET, les RT et les DS. Out pes trier selon leur nombre de
copies. En effet, les ET sont généralement plustéspgue les DS. Mais, la détection de
copies tres divergentes s’'avere plus problématiipiees méthodes. En effet, la plupart
des copies d’ET sont trés dégénérées. Différergeedade similarité de séquence parmi
les copies peuvent conduire a la formation de <lli@sn> composées de plusieurs sous-
familles. L’emboitement des copies représente égalé un obstacle majeur pour leur
identification. En effet, I'imbrication des copides unes dans les autres induit la
formation de « meta-familles », c’est-a-dire desnges familles composées d’'un grand
nombre de copies de répétitions de différentes lienemboitées les unes dans les

autres.

2.1.2. Les méthodes avec connaissance a priori

A l'opposé de la méthodde nove la méthode de détection des répétitions avec
connaissancex priori, consiste a utiliser une banque de séquencesféienée de
répétitions pour détecter par alignement des copi#su de nouvelles familles.
La banque de données la plus utilisée se nomnRephase Update (RU).
Cette banque de données contient des séquencdéepiésentes dans différentes

especes eucaryotes. Elle a été développée en v880asdirection de Jerzy Jurka, au
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GIRI «Genetic Information Research Institut€Jurka 2000). La plupart des séquences
sont des séquences consensus de familles de igEtit'avantage de cette méthode
est sans nul doute sa spécificité et sa sensibig@endant, les résultats de la détection
dépendent de la qualité des séquences de référgilisées. La construction des
séquences consensus de référence représente denétape cruciale pour cette

approche.

2.1.3. REPET : un pipeline d’annotation des ET

La détection peut également se baser sur le béahposition nucléotidique des ET.
En effet, de nombreuses études ont suggéré unhmsecnent des ET en bases A/T
(Shields et Sharp 1989; Lerat al. 2000). Cette approche consiste a utiliser des
programmes basés sur les modeles de Markov cachd$MM pour «Hidden Markov
Models»). A cet effet, une approche basée sur cetteadétha laquelle j'ai contribué, a
étée développée au laboratoire: TE-HMM (Andrieu ét 2004) (6.1.Article 1:
«Detection of transposable elements by their coitipnal bias»).

Un pipeline d’annotation des ET, combinant diffésgorogrammes dont le TE-HMM, a
ensuite été développé (Quesneville et al. 2005ui€ea été utilisé pour I'annotation
des ET euchromatiques (Release 4DdenelanogasterLes annotations obtenues ont
été incorporées dans la base de données d’anmstates Drosophilidés: yBase»
(http://flybase.bio.indiana.ejlu Ce pipeline est aujourd’hui utilisé pour I'anation

officielle des ET de nombreux génomes eucaryotes delui dA. thaliana J'ai donc

utilisé les résultats de ce pipeline comme anraiaies ET.
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2.2. SegDupPipeline: un pipeline de détection dgs D

La détection des DS souléve certains problemesile§) duplications peuvent se
composer d’autres répétitions, en conséquence o& dus’avere difficile de les
différencier des autres répétitions; (ii) Des éveants de larges insertions et délétions
qui ont eu lieu apres la duplication, peuvent pedu la détection des grandes
duplications. J'ai donc développé un pipeline deectéon des DS en gardant a I'esprit
ces différents obstacles. Les données sont stodaresune base de données MySQL,
afin d’'optimiser la recherche et le transfére adsrmations (Fiston-Lavieet al. 2007)
(6.2.Article 2: « A model of segmental duplicatidiormation in Drosophila

melanogaster »).

()]
<>llm
1

All repeats

D. melanogaster ———
genome sequence
(rebease 4)

Figure 13. Le pipeline de détection des DS.

(1) Détection par BLAST de I'ensemble des répéiiia’'un génomeia BLASTER. (2) Premiére étape
d’élimination des ET et microsatellites. (3) Etage connexion des fragments contigus et fusion des
fragments chevauchantda MATCHER. (4) Deuxiéme étape d’élimination des ETaastructure plus
complexe. (5) Regroupement par famille de duplicatia GROUPER (Fiston-Laviegt al.2007).
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2.2.1. Etape n°1: Détecter 'ensemble des répastaun génome

La premiere étape du pipeline a pour but de détéotees les répétitions d’'un génome
(Figure 13). Le programme BLASTER implémenté awtaloire (Quesnevillet al.
2003; 2005), utilise le programme BLASTN du NCBinafle comparer un génome
contre lui-méme (Altschuét al. 1990; 1997; Quesnevillet al. 2003; 2005). Il réalise
une comparaison entre une banque de séquencesiékawe et une banque de
séquences « sujettes ». Les séquences « requétes sujettes » sont tout d’'abord
découpées en fragments chevauchants. Puis, chagmeeint est aligné avec la banque
« sujette » par BLAST (ici BLASTN). Les résultats B8LAST sont des alignements
locaux (ou HSP pour Kigh Scoring Pair») qui seront ensuite traités. Certains sont
filtrés en fonction de criteres paramétrables deis le score, la e-value, la longueur de
l'alignement, le pourcentage d’identité. Enfin, ISP chevauchants sont fusionnés.
N’étant pas limité dans la taille des séquencesbhdegues, BLASTER peut traiter des
génomes entiers. Lorsque les deux banques sorigdes, BLAST permet de détecter
les répétitions de cette banque. En conséquencegude il permet de détecter
'ensemble des répétitions d’'un génome. Les dondéesortie de BLASTER peuvent
ensuite étre traitées par les programmes MATCHERr pétape d’annotation, ou
GROUPER pour regrouper les copies de répétitions damille
(Quesnevilleet al.2003; 2005).
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2.2.2. Etape n°2: Eliminer du jeu de données leeauépétitions

Il faut ensuite distinguer et éliminer de notre p répétitions toutes les répétitions
annotées comme ET et microsatellites. Jai impléferle programme
ELIMIN_KNOWN_REPEATSqui traite I'ensemble des répétitions d’'un génordeectées
par BLASTER Figure 13. Il interroge une base de données d’annotatioes d
répétitions afin d’éliminer, de I'ensemble des témhs détectées, les couples de
répétitions -HSP- pour lesquels au moins l'une dimsx répétitions est completement
incluse dans une répétition connue: ET, satelbiesnicrosatellitesHigure 14. L'une
des difficultés du processus d’annotation des et est de définir précisement les
bornes de la séquence. Afin de réduire le risquegaleler certains faux-positifs,
I'utilisateur est libre de choisir une valeur d'emsion des extrémités des répétitions
annotées. La valeur d’extension doit tenir compelad confiance attribuée dans les
annotations utilisées, au risque d’éliminer cedairais-positifs. Cette valeur a été fixée

a 5 pb (valeur par défaut).

@ (b)

Répétition détectée

o

)

Annotations en ET
\\_____)/ .
ou satellites
I S —

Figure 14. Etape d'élimination des ET et des satdis.
(a) La répétition détectée sera conservée si ellematehe» pas entierement avec une annotation d’'ET

ou satellites(b) La répétition détectée est éliminée car elle estpétement incluse dans une annotation
d’ET ou satellites.
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2.2.3. Etape n°3: Détection de duplications « seganes »

A cette étape, le jeu de données se compose détiodf®ne correspondant ni a des ET,
ni a satellites ou microsatellites. Or, aprés dgpion, une séquence peut subir des
evenements d’insertion et/ou délétion. Une étapeotmexion ou défragmentation des
HSP est donc nécessaire. Cette étape s’avere lerwzp elle permet de rassembler
deux fragments de répétition d’'une méme DS.

Cette étape est réalisém le programme MATCHER (Quesnevili al. 2003; 2005).
MATCHER cherche ici a connecter des HSP contigus. programme évalue les
connexions entre deux HSP par un score faisantverie le score d’alignement des
deux HSP et une pénalité dgap» et de anismatch» dépendant de la distance entre
les deux HSP. MATCHER recherche une chaine optirdaleconnexion (de score
maximal positif) des HSP, par un algorithme de paognation dynamique. Les HSP
trouvés dans la chaine sont ensuite retirés ehoneelle recherche est effectuée, ce qui
permet itérativement d’obtenir toutes les chainétSB possibles. A lissue de cette
étape, la duplication est détectée entierement.
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2.2.4. Etape n°4: Eliminer les évenements de ti@sispn

Malgré la premiére étape de filtre, apres la coioreges fragments contigus, des faux-
positifs peuvent persister: le jeu de données @ecre contenir des copies d'ET. Entre
autres, les copies bornées par des microsatetidesont pas éliminées par le premier
filtre (Figure 15). En effet, pour les élémentseypINE et LINE, la variation de tailles
de la queue poly-A entre copies peut permettreri@ines copies d'échapper au filtre.
Afin d’éliminer ces faux-positifs, j'ai implémenté programmeeLIMIN_TES MATCHER

qui détecte et élimine les larges répétitions di&ih borné par des microsatellites
(Figure 15). Méme si certaines copies d'ET ont fsa §énérées par duplication et pas
par transposition, obtenir un jeu de données prapeemettra de ne pas biaiser les
analyses. Le programn®IMIN_TES MATCHER élimine les répétitions qui ont plus de
99 % de recouvrement en ET ne correspondant qu'ssaut élément. Pour les
répétitions ayant entre 95 % et 99 % de recouvremerET avec un seul élément, le
programme élimine les répétitions bornées par desonmatellites ou bornées par moins

de 20 pb de séquence non-ET et non-satellitesuivpbe défaut).

Répétitions non éliminées

I . Répétitions détectées

_ . Annotations des microsatellites
L‘ B Annotations des ET

(2)

Figure 15. Deuxieme étape d’élimination des ET.

Une répétition peut ne pas avoir été éliminée kuspremier filtre. Pourtant, cette répétition peut
appartenir a une annotation d’ET. Si l'on considamrés la connexion la partie recouverte par
'ensemble, on pourra observer deux cas de figineta répétition correspond entiérement a un ET, ce
qui induit son I'élimination dés le premier filtr¢2) la répétition correspond a une région d'un ET
recouvert a plus de 99% ou bornée par des mictbtsste
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2.2.5. Etape n°5: Construction des familles deidapbn

La derniére étape du pipeline consiste a regrotpetes les copies d'une méme
duplication. Pour cela, le pipeline utilise le pmmme GROUPER, également
développé au laboratoire (Quesneviieal. 2003; 2005). Il permet de reconstruire les
familles d’ET. Ce programme traite les sorties AABTER en réalisant des groupes
de séquences similaires. Pour ce faire, il commegyare connecter les répétitions
contigués par programmation dynamique. De cetteiégrgncomme le programme
MATCHER, il tente de reconstruire les éléments ralgrs. Puisyia un algorithme de
«clustering» simple lien, il regroupe les séquences partagdssirégions similaires. A

I'issu de cette étape, on obtient des groupes sporelant a des copies similaires.
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2.3. Comment détecter les RT ?

La difficulté de la détection des RT est de démjirécisément les unités de répétitions
ainsi que définir les limites deslusters de répétitions, malgré la présence d’inserts ou
de grandes délétions chevauchant plusieurs urii@s: leur détection, nous avions a
notre disposition plusieurs programmes, dont aestailéveloppés au laboratoire
(BLASTER et MATCHER, déja présentés plus haut). UiXes programmes tel que
Piler, ont été développés spécifiguement pour lateatién des RT
(Edgar et Myers 2005). Apres la présentation de pregrammes, je discuterai des
limites des différentes méthodes. Une approche gmnbces programmes s’est avérée

plus sensible.

2.3.1. Pals et Piler-TA, des programmes spécifiques

Pals réalise des alignements locaux a partir deies@gs pouvant faire quelques
centaines de bases. Les hits détectés pourronttr@ités par le programme Piler
(Edgar et Myers 2005). Le programme Pals rechetobs les hits ayant une taille
minimale et une identité de séquence minimum dan@és valeurs sont par défaut de
400 pb et 94 % d'identité. Pals fournit ainsi angsgamme Piler des répétitions bien
conservées et pauvres en gaps. Ces séquences fpeaseite, a I'aide du programme
Piler-TA, étre regroupées paclustess de RT. Chaqueciusterss peut étre visualisé
comme une pyramide erDotPlot » (Figure 16).

Cette méthode ne tient pas compte des insertionpagwvent se produire au sein du
«clustew. Par exemple, au niveau dicluster»s des génes deslistones chez
D. melanogasterun élémentoo s’est inséré. L'insertion de cette séquence pdestia

détection du &ustews (Figure 17).
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Cluster de répétitions
ou pyramide

Hits de Pals appartenant
a la pyramide

insert

Figure 16. Détection des RT par Pals/Piler-TA.

Schéma du PotPlot » d'une région de RT détectée par Pals/Piler-TA.dDlaunité de répétition (en
vert) «matche» avec les autres unités dalustew, ainsi qu'avec des régions composées de plusieurs
motifs strictement en tandem. Une pyramide se cemmie hits imbriqués les uns dans les autres. La
base de la pyramide correspond aluster de RT. L'insertion d’'une région (en rouge) peeitprber la

détection d’'une pyramide.

Cluster des génes Histone

Coordonnées sur le chromosome 2L

1 1 1 1 1
1400k 21410k 21420k 21430k 21440k 21450k

b DR 0D DO D4
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Résultats BLASTER/MATCHER(-j)/detectandem
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[ ] I Ik
| | | | | | | | |

Résultats BLASTER/MATCHER/detectandem

— I I

Résultats Pals/Piler

Résultats Pals/detectandem

N I I I | i | T TT1

Figure 17. Détection du ¢luster> des géneslistone.

Visualisationvia Gbrowse du &ustes des géneslistone chez D. melanogasterCe « cluster » est
localisé sur le bras chromosomique 2LRlemelanogasterLes annotations des génes correspondent aux
triangles bleus. Le trait rose indique une copid’élementroo. Celle-ci semble s’étre insérée dans le
«cluster. Les annotations en bleu turquoise corresponaextdifférents résultats de détection obtenus
par les différentes combinaisons des approchesméss: BLASTER/MATCHER/Detectandem.py et
Pals/Piler. Alors que l'insertion est identifiéer p@ premiere approche, I'approche Pals/Piler Bmiaux
répétitions strictement en tandem, n'identifie past le «luster. Afin de montrer la puissance de
I'approche Pals/Piler pour la détection des unitégépétitions, j'ai également représenté le résdle

Pals/Detectandem.py.
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2.3.2. Une méthode de détection

L’exécution des programmes BLASTER et MATCHER pane séquence génomique
contre elle-méme, permet d’identifier I'ensembles deepétitions d’'un génome.
Le programme MATCHER doit étre utilisé sans l'opti& -j », qui connecte les
fragments contigus. Afin de détecter les RT parmndemble des répétitions, jai
implémenté un programme: « Detectandem.py ». Pdague hit, ce programme
calcule la distance minimale entre les répétitimostigués. Si cette distance est
inférieure a 10 pb, le programme connecte les n&gidMlalheureusement, cette
approche ne permet ni d’obtenir toutes les RT, 'iiedtifier précisément les unités
répétées. Mais, cette approche a l'avantage deopogeérer les insertions et les
délétions dans ces séquences répétées (Figurafitrile pouvoir détecter précisément
l'unité de répétition et de détecter entieremenkdiisters de répétitions sans étre
perturbé par d’éventuelles insertions ou délétiamss avons combiné les deux

approches présentées.

2.3.3. TandemPipeline: un pipeline de détectionRIES

La détection de l'ensemble des RT est effectwée I'approche Pals/Piler-TA.
Pour chaque clustew, les séquences des unités de répétitions sorditext Une
séquence consensus peut étre alors créée aprémnadigt multiple des unités.
L’exécution du programme BLASTNia BLASTER avec les séquences consensus
contre les séquences géenomiques permet d'identdgerunités de RT, méme trés
divergentes. Les programmes MATCHER et « Detectanyple» permettent enfin de

délimiter les bornes duckustes (Figure 16).
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il
“Blaster

Query Subject
Matcher

v

Detectandem

Figure 18. Le pipeline de détection des RT.

En exécutant les programmes Pals/Piler-TA sur umomeé, on détecte les unités bien conservées et non-
interrompues des RT. Pour chaqueluster», la création d’'une séquence consensus, va peentit
rechercher les autres unités de répétition plusrgentes et plus éloignées a l'aide des programmes
BLASTER/MATCHER/Detectandem.py.

2.4. Les applications

La qualité des résultats de ces pipelines dépendadgualité des annotations
disponibles, ainsi que de la qualité des alignemdrd pipeline de détection des DS a
été utilisé pour les génomes demelanogasteet A. thaliana Pour ces deux génomes,
les annotations en ET sont disponibles. Elles ot alisées au laboratoire.

Ces annotations correspondent aux annotations iediie (http:/flybase.net/

http://www.arabidopsis.oryy Pour D. melanogaster,la version 4 de la séquence

génomique avec ses annotations a été utilisée.
Les deux pipelines de détection ont été utilisaslawersion 6 de la séquence et de
'annotation deA. thaliana Le pipeline de détection des RT a été testé idel'des

séquences en tandemBDemelanogaster
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Formation des DS

3. La dynamique des DS cheBrosophila melanogaster

Les DS apparaissent aujourd’hui comme l'un des eéiésnmoteurs de I'évolution des
génomes de part leur taille et leur abondance. Ry a I'heure actuelle,
leur mécanisme de formation reste encore obscwsi®lirs modeles de formation des
DS ont déja été proposés chez les eucaryotes. i@ergaggerent des modeles de
réparation ectopique de cassures d’ADN tels quarledeles de NAHR (Richardson et
al. 1998; Koszul et al. 2004; Linardopoulou et 2005; Bailey et Eichler 2006).
Ces modéles ne donnent pas de détails sur le nsicarde formation.

Ayant a notre disposition les annotations des ET satellites du génome de
D. melanogaster, nous avons pu détecter les D&attercher d’éventuelles traces du
mécanisme de NAHR. Cette travail nous a conduitrgpgser un mécanisme de
formation des DS, basé sur un modele de NAHR: |&M®pour « Duplication-
Dependant-Strand-Annealing ». Ce modele est basdes®DSA pour « Synthesis-

Dependant-Strand-Annealing », un modele de recaadmn homologue.
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3.1. Pourquoi avoir choifirosophila melanogaste?

3.1.1. Son séquencage

Le génome diploide d&. melanogasteest formé de 4 paires de chromosomes, avec la
premiére paire correspondant aux chromosomes sexiueltaille du génome est de
l'ordre de 180 Mb, dont 60 Mb d'hétérochromatine120 Mb d’euchromatine.
En 1998, le séquencage du génome de la Drosopétkeiaitié par le groupe du BDGP
en ce qui concerne les chromosomes 2, 3 et 4, relepgroupe de 'EDGP pour le
chromosome sexuel X. En mai 1998, une collaboragtimur le séquencage voit le jour
entre le HHMI («Howard Hughes Medical Institu® en la personne de Gerald M.
Rubin et Craig Venter de la compagni€&lera Genomics Corporation Ils utilisent
alors la méthode de séquencage du WG®HKale genome shotguw). Cette méthode
de séquencage n’avait jamais été utilisée et tesbedes génomes plus grands que les
génomes bactériens (quelques Mb). L'inquiétudd deasavoir si elle allait permettre le
séquencage de génomes complexes, c’est-a-dires r@heépétitions (Weber et Myers
1997; Green 2007). Courant septembre 1999, un& marthromatique du génome est
achevée. Ce fut la premiére démonstration de d¢&ffié de I'approche par WGS dans
le séquencage d’organismes pluricellulaires.

La premiére séquence compléte du génomPB.dmelanogasten été obtenue en mars
2000 (Adamset al.2000; Myerset al.2000; Rubin et Lewis 2000). Depuis la Release 1,
il'y a eu quatre Releases (Celniker et al. 2002). Au moment de notre étude
Release 4 sortie en Avril 2004, était disponibla.Release 5, prévue comme Release
finale, est actuellement disponible. Chaque Releaggnente en qualité grace a la
correction d’erreurs, aussi bien au niveau de ¢addage que de la séquence. Il ne
restait que 23 gaps dans la séquence euchromatéjiee Release 4. Parallélement au
séquencage de I'euchromatine, un autre groupe HEM) a été chargé de séquencer
I'hétérochromatine. Les séquences euchromatiquehéstrochromatiques ont éte

réunies dans la Release 5.
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3.1.2. Et les autres Drosophilidés

Actuellement, 12 especes de Drosophilidés sont estdes et disponibles
(Clark et al. 2007)D. simulans/)espece jumelle d®. melanogastempartage un grand
nombre de caractéristiques communes @&emelanogasternussi bien morphologique
que génomique. Son génome est également compo$éaiees de chromosomes. Le
projet de séquencage du génomeldesimulanssoutenu par le NHGRI (National
Human Genome Research Institijeet le NIH («National Institutes of Health), a
voulu mettre en évidence le polymorphisme interebes. Six souches d& simulans

ont donc été séquenceées a partir de plasmidesuanecouverture de 1X pour chaque
souche. Une autre souche, la souche w[501] a égale@té séquencée a environ 3X a
partir de banques de plamides et de fosmides. efabke des résultats de séquencage a

ensuite été utilisé pour créer une séquence masdid. simulangFigure 19).

* souche mosaique

* souche ~8X

D. simulans :xgy) *
* ~
souche =3x D. sechellia**
*
souche TX D. melanogaster”
melanogaster subgroup D. yakuba*
mibkimogasiar:group D. erecta*
*
D. ananassae
Sophophoa obscura group r D. pseudoobscuré
L D. persimilis®
willistoni group D. willistoni™*
+ ) .
'mplg SIP D. mo\;avznsrs’f\ =
o D. virilis*
virilis group
Drosophila
D. gr‘rmshm A
Hawaiian Drosophila B

I | [ | |
50 40 30 20 10 0
Divergence Time
(Million Years)

Figure 19. Les 12 espéces de Drosophiles.

Relation entre des 12 especes de Drosophiles,leai@nome actuellement est séquencé. Chaque sous-
groupe est associé a une image montrant les castigiées phénotypiques des Drosophiles du sous-
groupe. (Sourcenttp://flybase.bio.indiana.edulLa couverture de séquencage de ces génomesevdinie

1X et 8X. La majorité d’entres ont été séquenc&XnHuit souches d®. similansont été séquencées,
dont 6 en 1X, une en 3X et une souche mosaique.
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Au moment de notre étude, la ségquence génomiqued$sel) ddrosophila. yakuba
était disponible et de tres bonne qualité (couvertle 8X). Comm®. simulanset D.
melanogastercette espéece diploide présente 4 paires de clmmes dont une paire
sexuelle. Les deux espéd@smelanogasteet D. yakubaont divergé, il y a environ 10
millions d’années. La séquence des autres génorae®rdsophile, plus éloignés
phylogénétiguement dB. melanogasteipar rapport &D. yakuba n’était pas encore
disponible ou de bonne qualité au moment de notrdeé A I'heure actuelle, au moins
une souche par espéce a été séquencée avec ueetwaude 8X pour la majorité des

Drosophilidés (Figure 19).

3.1.3. Un génome de choix

Le génome deD. melanogasternous a permis de travailler avec une séquence
génomique de qualité. Au début de ma these, lestations en genes et ET pour ce
génome ainsi que les séquences génomiqueb.dgakubaet D. simulansétaient
également disponibles. L'idée étant d’orienteretdter les événements impliquant des
répétitions, nous étions donc bien placés pouremitette étude. On s’attendait a
identifier des évenements spécifiguesemelanogasteet trés récents, ce qui peut

permettre d’'identifier d’éventuelles traces des anésmes.
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3.2 Obtention des données

3.2.1. Les annotations des répétitions

Le pipeline SegDupPipeline a été utilisé sur laus@ége génomique de la Release 4 de
D. melanogastefhttp://www.fruitfly.org/). Pour les étapes d’élimination des ET, jai

utilisé les annotations officielles de Flybase,duites au laboratoire. J'ai également
utilisé les annotations des potentiels nouveauxoBienues par BLASTER avec le
programme TBLASTX contre I'ensemble des ET euca&ayotonnus de Repbase
Update». Pour les satellites et microsatellites, j'aliséi les annotations obtenues par le
programme TRF pour kandem Repeat Finder(Benson 1999).

Pour la premiere étape du pipeline de détectiorD&sous avons choisi d’utiliser une
e-value & 1x16% pour la détection initiale des répétitions par BIER. Cette valeur

a pour but d'orienter la détection vers des dupibos récentes. Nous espérons ainsi

identifier d’éventuelles traces laissées par leaniétne de formation.

3.2.2. La création d’un jeu de séquences contrbles

Afin de pouvoir discuter de la pertinence des dara&tiques observées pour les DS
détectées, nous voulu comparer les caractéristignssrvées pour les DS avec celles
obtenues pour des séquences contrbles. Pour amlg, avons choisi d’effectuer un
tirage aléatoire de 100 fois le nombre de copieddelétectées.
Pour chaque copie:
1- on définit une fenétre centrée sur celle-ci. Ussrnes de cette fenétre
correspondent a plus ou moins 50 kb des extrémééa copie.
2- on tire au hasard un couple de coordonnéeslddesétre, de maniere a ce que
la région sélectionnée soit de la méme taille gumpie de DS.
Les séquences contrdles correspondent donc a desreés tirées aléatoirement dans
le méme environnement génomique et de méme tailke lgs DS détectées. Cette
approche permet ainsi de s’affranchir d’éventu@ssid( a la localisation ou a la taille

des séquences. Ce jeu de données a été crééeadipmrogramme REATED TEST SET.
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3.3. Les méthodes utilisées

3.3.1. Calcul de la fraction recouverte en séquence

L’analyse de la composition en séquence des dtiplica détectées a été réalisée a
I'aide du programme IND_ANNOT. Ce interroge une base de données afin d'y egtrair
les annotations en ET, satellites, microsatelktegenes. A partir de ces annotations, le
programme calcule le pourcentage de recouvremerst digplications en ET,

microsatellites et génes.

3.3.2. Détection des répétitions aux extrémitéstes

Le programme IKD_ANNOT peut également étre utilisé pour détecter la pessale
répétitions aux extrémités des séquences. Apreg aomptabilisé le nombre de
répétitions chevauchant les extrémités, le programemge les séquences en trois
classes: séquence bornée par des répétitions tleetpdrautre; séquence avec une
répétition chevauchant une extrémité; séquence ulepe de répétitions a ses

extrémités.

3.3.3. Analyse des points de cassure des DS

Pour cette analyse, seuls les évenements uniquedumgleation (duplications a 2
copies) montrant la présence de répétitions a kxtrémités sont sélectionnés. Chaque
séquence est préalablement étendue de 500 pbetref’3’. J'ai ensuite réalise, pour
chaque événement de duplication, un alignement22agec le programme ClustalW
(Thompson et al. 1994). Afin de positionner prétisét les répétitions (ET ou
satellites) aux extrémités des duplications, legisaces des répétitions ont été ajoutées
a l'alignement réalis&ia du programme ClustalW. Ce dernier permet l'aligaetn
d’'une séquence sur un profil, cest-a-dire sur ksultat d'un alignement.
L’identification des points de cassure se fait lparecherche d’'un changement brusque
dans la qualité d’alignement. En effet, on s’atténce que les régions flanquantes des

deux copies de DS ne s’alignent pas correctement.
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3.3.4. Création des blocs de synténie

Les régions synténiques entre les génomes de Dhibsepont été obtenues par la
combinaison des programmes BLASTER -utilisant BLASTet MATCHER. La
qualité des séquences des génomes, pris en copepteet d’étre slr de la qualité des

régions synténiques identifiées.

3.3.5. Identification de la séquence matrice

Afin de détecter des événements de duplication ntéceet spécifiques de
D. melanogasternous avions fait le choix d’utiliser les génontesD. simulanset

D. yakuba Or, l'identité de séquence moyenne entre les esgmps génomiques de
D melanogasteet D. simulansest de 97 %. On s’attend donc difficilement a tdiem

les évenements de duplication spécifigde melanogasterPar conséquent, seul le
génome deD. yakubaa été utilisé. Ce génome est un bon compromisgpeaig’'on
s’attend a travailler avec un jeu de données phuséquent, tout en espérant identifier
d’éventuelles traces laissées des mécanismes ségeains de 10 millions d’années).
Nous avons cherché la séquence matrice de duphsaten recherchant de maniére
automatique la copie commune aux deux génomes dassrégions synténiques
(Figure 20).

_______ d

Template Recipient

Drosophila yakuba

Drosophila melanogaster

Figure 20. Identification de la séquence matrice.

Le schéma d’'un ®otPlot » représentant une région synténique entre les génamesD. melanogaster

et D. yakuba. D'aprés l'exemple présenté ici, la région syntémigtecouvre une duplication
intrachromosomique directe spécifique MemelanogasterLa région synténique est représentée par un
trait noir. Une seule des deux copies étant présgmzD. yakuba on suppose que la copie commune au
deux génomes, correspond a la séquence matrteenftate»; trait rouge) de I'événement de duplication
qui a eu lieu chezD. melanogaster Que les évenements soient interchromosomiques ou
intrachromomiques, seuls les cas ou les régiomgdiantes des deux copies sont conservées, ont été
sélectionnés.
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3.3.6. Etude de la divergence entre les copiesigkcation

Pour les événements uniques de duplication (duit®a 2 copies) pour lesquels nous
avons pu identifier la séquence matrice, j'ai eétifdge des deux copies inférant un
arbre de duplication a partir de l'alignement npiéi des copies de la DS avec la
séquence unique présente dans l'autre esgadelustalW (Thompsomet al. 1994). La
reconstruction des arbres a été réalisée a l'aidgprdgramme PhyML (Guindon et
Gascuel 2003). Pour chacun des arbres, j'ai ensuitait les longueurs des branches
terminales, de bons estimateurs de I'age des ségsieCeci permet ainsi de dater

I'événement de duplication ch& melanogaster
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3.4. Les Caractéristiques des DS cbemelanogaster

3.4.1. Leurs caractéristiqgues générales

A l'issue du pipeline, j'ai obtenu un jeu de domméemposé de 444 séquences réparties
en 138 groupes (Annexel: Coordonnées des DS dedgcté’ensemble de ces
duplications représente 1.4 % du génomé&denelanogaste(1.66 Mb / 118.35 Mb).

Le nombre de copies de duplication varie de 2 &3fure 23). Plus de la moitié des
copies de duplication partage une identité de segusupérieure a 97 % (Figure 21).
La taille des séquences varie de 346 pb a 81.Figore 22).

35

All the SD copies
= Sequences from groups with two copies

30

Sequences from groups from three to five copies
Sequences from groups with more than five copies

26

20

No. of sequences

16

85 a0 a5 100

identity (%)

Figure 21. Pourcentage d’identité par nombre de cdps de duplication.

Les différentes courbes représentent les distohatipar classe de nombre de copies par groupe. La
distribuion de l'identité des séquences des grodppkis de trois copies est quasi-uniforme entret85
100 %. Les séquences des groupes a deux copiesmsiplus de 75 % des cas plus de 95 % d’identité
(Fiston-Lavier et al. 2007).
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Figure 22. Taille des copies en fonction du nombmde copies par groupe.

Chaque ligne correspond a une classe de duplicatidonction du nombre de copies. La premiére ligne
correspond a la distribution des tailles des cogesgroupes a une copie. La seconde ligne comdsipo

la distribution des tailles des séquences des gsuwp deux copies. La troisieme ligne présente la
distribution de taille des séquences des groupastantre 3 et 5 copies. La derniére ligne cornedpo
aux séquences des groupes a plus de 5 copiesEsteer et al. 2007).

10D
|

Neo. of groups
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1

¢
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Copy number by group

Figure 23. Nombre de copies par groupe de duplican.

Le nombre de groupes est indiqué au-dessus de eligre. On observe une majorité de groupes a deux
copies. Les 6 groupes a 1 séquence correspondkad @gions composées de répétitions proches ou en
tandem (exemple: les génes ddistoned. Ces répétitions chevauchantes ou contigués csmmectées

les unes aux autres pour ne former gqu'une seulaeieség par notre algorithme de clustering
(Fiston-Lavier et al. 2007).
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Les régions hétérochromatiques enrichies en duplitians

Les chromosomes X et 4 ont une densité en dupitatde 8.59 et 5.22 DS/Mb,
respectivement. Leurs densités sont deux fois pades que celles des autres
chromosomes, c’est-a-dire les chromosomes 2 eve&k (des densités de 2.62 et 2.18
DS/Mb). Le chromosome 4 est connu pour étre enanldomaines hétérochromatiques
(Sun et al. 2000). Les régions péricentromériquess ahromosomes X, 2 et 3, comme
les régions subtélomériques des chromosomes X apfiraissent enrichies en DS
(Figure 24). La région centrale du chromosome >¢mé une trés forte densité en DS
(Figure 24). Les coordonnées cytogénétiques dee ceftion sont 10F a 13A.
Les analyses de cette régimm I'analyse des chromosomes polytenes, ont monteé qu
cette région est sous-répliquée, ce qui révele uat éeétérochromatinien
(Ashburner 1989). Kaufmann avait déja suggéré €9,1Betat hétérochromatinien de
cette région pour y expliquer la forte fréquence dassures d’ADN (Kaufmann 1939).
Ces observations nous permettent de suggérer atrdbdiion chromosomique des DS

non-uniformes. En effet, nous les retrouvons peéféellement dans les régions

hétérochromatiques.
SD distribution TE distribution
A
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Sequence = gene cluster . Sequence
number A © number
I
- | i | 1 1 Telorr.1er\c | |
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Figure 24. Distribution chromosomique des des ET ates DS détectées.
La distribution des DS est illustrée par des histognes noirs. La courbe rouge superposée correspond

la distribution en ET. Les régions centromériquéssbtélomériques sont signalées par des lignes
verticales en pointillées vertes et bleues (Fistavier et al. 2007).
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Une majorité d’évenements de duplication intrachronesomiques

Afin de ne prendre en compte que les évenemenfdesimous avons sélectionné tous
les évenements uniques de duplication (duplicatéors copies). La forte identité de
séquence observée entre les deux copies nous peensefpposer que I'une des deux
copies dérive de l'autre. Sur les 172 copies, &iévenements uniques de duplication,
70.35 % (121/172) copies sont localisées sur lesnehsomes 2 et 3 (Tableau 1).
Cette observation est en fait attendue puisqu’attesid a ce que, plus un chromosome
soit grand et plus on s’attend a y observer un dgranmbre de duplications.
Lorsque I'on rapporte cet effectif a la taille dgwomosomes, le chromosome 4 montre
une plus forte densité en DS que les autres chromes. On observe également une
forte densité au niveau du chromosome X.

On observe une majorité de duplications intrachsonuques (86 % soit 74 sur 86;
Tableau 1). Les duplications interchromosomiquesngachromosomiques different
significativement en taille. La taille moyenne dexpies est respectivement de I'ordre
de 3.1 kb et 2.1 kb (Test di2 (Pearson))y2=552.22, ddi=40, P-value<2.2x1Y.
Les copies ne semblent pas montrer de préférencemosomique (Test dy2
(Pearson)y2=8, ddI=6, P-value=0.24).

Chromosomal
arm of
Sequence 2 Total number
of sequence
X 2L 2R 3L 3R 4 on each
chromosome
arm of arm
X 40 1 3 1 2 1 48
2L 22 0 1 0 0 24
2R 32 1 2 0 38
3L 26 0 0 29
3R 26 0 30
4 2 3

Tableau 1. Duplications interchromosomiques et inichromosomiques.

Ce tableau correspond a la table de contingenceodibre de duplications par bras chromosomique.
Seuls les évenements uniques de duplication orgré&téen compte (groupes a 2 copies). Les valaurs s
la diagonale correspondent aux duplications int@olesomiques. Les autres indiquent le nombre de
duplications interchromosomiques. Par exemple,al 32 duplications intrachromosomiques sur le bras
2L et une copie de duplication interchromosomidriautre copie de cette duplication est localiséelsu
chromosome X (Fiston-Lavier et al. 2007).
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Les ET, les principaux composants des DS

Afin d’avoir une idée plus précise de la compositan type de séquence des DS, jai
calculé la fraction recouverte en génes, en ETneim&rosatellites des duplications.
Les taux de recouvrement ont ensuite été comparés eeux obtenus pour les
séquences contrbles (voir 3.2.2. La création deun de séquences contrbles). Cette
étape de comparaison s’est avérée cruciale poffirasiehir des biais dus a la taille et a
la localisation des séquences détectees.

Les résultats indiquent un enrichissement significdes DS détectées en genes
(26.32 % contre 19.26 % pour les séquences aléatdest de Student: t=4.73,
ddl=44842, P-value=2.23xPD Ce résultat peut s’expliquer par la fixation de
duplications géniques. Une observation similaite€fate pour les taux de recouvrement
en ET (recouvrement moyen en ET de 21.44 %) en aogon avec le jeu de
séquence contrdle (recouvrement moyen en ET dé& 28;7Test de Student: t=5.40,
ddl=44842, P-value=6.65xf) Les copies d'une méme duplication semblent
majoritairement regroupées au sein de certaindsngglenses en ET. La probabilité
pour une séquence tirées aléatoirement dans cemséde recouvrir la séquence d’'un
ET est donc trés élevée. Or, les séquences tiléawiaement dans ces régions (jeu de
séquences contréles), a I'opposé des DS, n'appardipas enrichies en ET. Ce résultat
suggere fortement I'implication des ET dans le psstis de duplication.

On observe un appauvrissement des DS en micratesgblar comparaison avec les
séquences aléatoires (9.79 % contre 12.98 % peusdguences tirées aléatoirement;
Test de Student: t=-7.63, ddI=41995, P-value=2.88%1

Des DS de petite taille

Quarante-neuf pourcents des duplications font geug kb mais seulement 7.21 % des
duplications sont supérieures a 10 kb (TableauL@)génome deéD. melanogaster
apparait plus pauvre en grandes duplications pampamison avec les génomes de
mammiféres (Tableau 2). Chd2. melanogasteron observe une majorité de DS
non-géniques (61.71 %). Or les duplications gérsgglaverent étre plus petites que les
autres duplications. Ces observations renforcelisErvation de la petite taille des DS
chez cet organisme en comparaison avec les géraenglsis grande taille et suggerent

des mécanismes de formation des duplications dépéne |a taille des génomes.
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SD size [S)g?czlrffagés(trzlL?:r:tt;g?bf Percentage of genome (X)
sequences) Fly (our results) Fly  Worm Human

>1kb 4932 (219) 1.28 1.20 4.25 3.25

>5 kb 16.44 (73) 1.02 037 1.50 2.86

> 10 kb 7.21 (32) 0.79 0.08 0.66 2.52

Tableau 2. Proportions de DS chez certains génomescaryotes.

Ce tableau reprend les estimations de proportieri32lched. melanogasteiCaenorhabditis eleganst
I’'hnomme. Ces estimation ont été obtenues par Samiriichler (2002). L'approche de détection édis
permet d'identifier un plus grand nombre de fragtaate plus de 5 kb (1.02 % contre 0.37 %). Les
résultats suggerent un plus grand nombre de pditpkcations cheD. melanogasteen comparaison
avec I'homme (Fiston-Lavier et al. 2007).

3.4.2. Les familles multigéniques

Plusieurs classes de DS existent: les DS compad€esequences repétées (ET et
microsatellites); les DS sans séquences répétées awac des genes; les DS aux
composantes diverses (séguences répétées, uniqueases) et les DS correspondant a
des satellites. Parmi les 38.29 % duplications qgées, on identifie des familles
multigéniques connues. Leurs copies peuvent éttarefem, comme pour les génes des
Histones,desrécepteurs des Lipoprotéinady 5S ARNydesHsp70Bet la famille des
genesStellateou dispersées comme les génes deeta-tubulineet de IActine On les
retrouve majoritairement dans les régions euchrigmes, et en plus grand nombre sur
les chromosomes X et 2R. Leur nombre de copies d&i2 a 100. La famille ayant 100
copies correspond en fait aux genes AIR®Nr 5Sde 143 pb chacun. La taille moyenne
des génes dupliqués est de 618 pb. La forte idedtt séquence observée pour les
duplications géniques peut étre expliquée soit yrae forte pression de sélection
s’exercant sur des copies anciennes soit parcdegisnt issues d’évenements récents.
Sachant que 61.71 % des duplications détectéesni@mnent aucune région génique
et que 26.20 % des genes identifiés ne correspompadsna des familles multigéniques
connues, on peut suggérer que la majorité des cdtipins détectées soit issue
d’évenements récents, au vu de la forte identitésé@bpience globalement observée.
Dans cette situation, on s’attend a identifier diftuelles traces laissées par le

mécanisme de formation des duplications.
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3.4.3. Les minisatellites et duplications en tandem

Une méme région génomique peut étre impliquée o&texplent ou partiellement dans
plusieurs événements de duplication. Trente-sidiclafons ont entre 3 et 5 copies.
Seulement 10 duplications ont plus de 5 copies aweanaximum de 32 copies
(Figure 23). Ces duplications ont une identité élguence (identité moyenne=94.07 %)
significativement plus faible que celles des graupefaible nombre de copies (de 2 a
5 copies; identité moyenne=96.73 %; Test de Studefi6l, ddl=28, P-value=0.014).
Ces repétitions sont significativement plus pet{tagle médiane=829 pb contre 1 kb;
Test duy2 (Pearson)y2=7477.27, ddI=90, P-value<2.2x19. De plus, prés des ¥ des
répétitions avec plus de 5 copies sont localisaeeschromosome X. On y trouve plus
particulierement une forte densité en minisatalitees minisatellites identifiés sont
annotés comme SARDM et XDMR (Tableau 3) (WaringPetlack 1987; Ashburner
1989). Ces minisatellites ont déja été décrits demsbanque de données RU
(Jurka 2000).

Group n* 49 44 103 54 99 19 "7 20 110 106
No. of sequences 6 6 6 7 7 ] 13 21 27 32
mean size (bp) 950 1061 6266 441 6207 785 793 4436 6641 936
min size | max size (bp) | 607/1121 | 919/1141 | 64933754 441/441 513/30617 36711199 787/829 434/8124 459/65477 576/3253
identity (%) 95.98 66.20 90.20 96.61 91.53 96.71 96,98 99.60 91.19 89,45
Gene 0.33 63.26 N 0.00 1.74 0.00 66.37 0.00 9.90 0.00
Sequence
coverage TE 85.08 0.00 0.02 79.12 0.91 96.96 0.00 96.22 0.34 0.00
(%)
Satellite 15.17 443 973 944 9.76 13.60 6.23 10.52 8.23 9.92
Chromosomal location n XI2Ri3 X JROR X XP2L/3RA X X213 X (only one X {only one
of all sequences on 3R) on2L)
t,CG32797 "
. . N XDMR & . g . Stellate 29717310 XDMR & XDMR &
Particularity 1360 Actin SAR_DM Invaderd gggzm Jockey cluster ver SAR_DM SAR_DM

* TE flanked by repeated regions greater than 20 bp which do not correspond to TE or satellite regions.

Tableau 3. Les groupes a plus de 5 copies.

Ce tableau réunit les informations sur les groumeglus grand nombre de copies (plus de 5 copies).
Quatre groupes correspondent a des faux-positéisdds minisatellites et 2 a des familles multigées.

Les groupes 49,54 et 19 correspondent a des DSasgrep majoritairement par des ET et avec plus de
20 pb répété ne correspondant ni a des ET, ni R¥efFiston-Lavier et al. 2007).
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Dans les groupes a plus de 5 copies, on y retrégakement des familles multigéniques
tel que les geneStellateou les génes deAttine Les genesStellateeuchromatiques
sont organisés en tandem de 13 copies. Les copiame taille de 787 pb. Les copies
partagent entre elles une identité moyenne de 98%.9Bour expliquer la conservation
entre les génes, Tuliret al. suggeére une évolution concertée dwcluster»
(Tulin et al. 1997). Il est localisé au centre du chromosomeuXhigeau des bandes
cytogénétiques 12E1-2. La présence d'unlugter» Stellate hétérochromatique a
eégalement été notée sur le chromosome X (Abramal; 2005). Des variants localisés
sur la bande h26 du chromosome X, sont interrorppnglies élémentSopia-like des
LINE et des ADNr. Cette structure est désignée cen8GLR pour &tellate-Copia-
LINE Ribosomal DNA> (Shevelyov 1992; Nurminskst al. 1994). Un autre gluster»
est également localisé sur la bande h26, a proxint8CLR. Abramoyet al. ont testé
'impact des réarrangements entre ledusters» des deux domaines chromatiniens.
Pour expliquer la réplication des genes hétérochtigmes normalement sous-

répliqués, ils proposent un phénomene d’euchromsation (Abramovet al.2005).
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3.5. La Réparation Homologue (RH), un mécanisme de
formation de duplications

3.5.1. Les modeles de réparation des Cassures ®bubl (CDB)
d’ADN

Les CDB, connues pour étre une cause majeure ahitisgts génétiques, ont des
origines tres diverses. Elles peuvent surveniesaifaction de divers agents mutagenes
exogenes ou endogenes. lls peuvent également #@ppaspontanément a n'importe
quel stade du cycle cellulaire. Un des processeguénts a l'origine des CDB est la
réplication de I'ADN. Ce mécanisme généere envird®d0 lésions spontanées de CDB
par cellule humaine et par jour (Burkart et al. 999Les topoisomérases | et Il
interviennent pour réguler I'enroulement de I'ADN ieduisant des coupures qu’elles
réparent ensuite. Elles forment une liaison coveleavec 'ADN pour changer son
statut hélicoidal. Ce processus est nécessairelapaéplication, la recombinaison, la
ségrégation chromosomique et la transcription.dppisomérase | génére des cassures
simple brin tandis que la topoisomérase |l génees €DB. Les CDB sont
indispensables a la séparation des chromatidessgoendant la mitose et la méiose.
Elles permettent également d’initier la recombiaai©iomologue. Ces deux enzymes
sont donc impliqués dans la stabilisation du génomas peuvent également
promouvoir des recombinaisons illégitimes qui pevengendrer la formation
d'aberrations chromosomiques.
Une autre source importante de dommages spontan@ADN est le stress oxydatif
provoqué par différentes réactions redox dans leétalolismes aérobies.
Ces dommages sont pris en charge par le BER pd&as& Excision Repair.
La premiere étape de ce mécanisme est la créafiome dcassure simple brin.
Les séquences de microsatellites en subissantrdessgus dynamiques d'expansion et
de contraction peuvent aussi étre la source destedissures (Pfeiffer et al. 2000).
Afin de réparer une cassure d’ADN, plusieurs méraes de réparation vont rentrer en
compétition. Les cassures simple-brin d’ADN sonisgs en charge par le systéme
SSBR pour &ingle-Stranded Break Repair Pour la réparation des CDB, il existe
deux grandes voies de réparation: la Réparationdtmue (ou RH) et non-homologue.
La RH se caractérise par une étape de recherchégien homologue. La région
sélectionnée sert ainsi de séquence matrice paynthese d’ADN au site de cassure.

Dans ce cas, la réparation est conservative. Eet, eflle restaure la séquence a
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l'identique. Aprés la CDB, une digestion exonuciéas peut exposer les extrémités
3'OH lésées. Lors de la réparation non-homologe ektrémités libres sont raboutées
grace a une région de micro-homologie. La réparagi alors non-conservative car il y
a perte d’ADN.
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3.5.2. La RH des CDB d’ADN

Les mécanismes de « Réparation Homologue », pemid# maintien de I'intégrité
génomique par la réparation précise des CDB d’ADNmécanisme de RH prédomine
en fin de phase S et en phase G2 du cycle celulairsque les chromatides sceurs sont
disponibles. En effet, ces mécanismes utilisent memmatrice une séquence
homologue présente au niveau de la chromatide grunéiose) ou du chromosome
homologue (en mitose) (Rong et Golic 2003). Afiex@liquer comment les erreurs de
RH peuvent conduire a des réarrangements chromqgees)i je ferai d’abord une
description détaillée des modeles de RH des CDBDW®A Au moins quatre
mécanismes de recombinaison homologue peuventgeeplila réparation des CDB
d’ADN dans les cellules mitotiques: (1) l&ingle-Strand Annealing ou SSA (Paques
et Haber 1999); (2) le Break-Induced Replicatiom ou BIR (Mosig 1987; Kogoma
1997); (3) le «Double-Strand Break Repai ou DSBR (Szostak et al. 1983) et (4) le
« Synthesis-Dependent Strand Anneakngu SDSA (Nassif et al. 1994). Ces modeéles
sont conservés chez tous les eucaryotes. Lesdeoisers modeéles sont des processus
dits conservatifs, aboutissant a deux séquencextést Le modele SSA est un
processus non-conservatif ou le produit de la edmar est plus ou moins délété.
L’ensemble de ces mécanismes initiés par une CBBN commence par la détection
des deux extrémités d’ADN générées par la casdues. extrémités sont ensuite
dégradées par une activité exonucléase err B’, ce qui conduit a la formation de
breches simples brins sortants des extrémités 3@Hnombreuses études ont permis
de montrer que la digestion peut se produire s was longue distance. Chez
Saccharomyces cerevisial®, digestion exonucléasique des brins |ésés estesbu
supérieure a 1 kb (Swat al. 1991; Leeet al. 1998).
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DSB

Figure 25. Le modele SSA.

Ce mécanisme se produit lorsque la cassure a tie deux copies d'une méme répétition. Apres la
digestion exonucléasique des extrémités 5'PhospHate deux extrémités 3' OH libres sortantes

s'apparient au niveau de la répétition. Les exti&sniibres simple brin non-appariées sont ensuite
dégradées et la synthése d’ADN comble les régiéséels. Ce mécanisme conduit a la délétion de la
région incluse entre les deux copies de répét{fayues et Haber 1999).

DSE

B 8'to 3' Resection

Strand Invasion

:
i

D x K MNew DMNA Synthesis
Y ¥

E ::-){«:a m-;(-c:l Holliday Junction Besolution
i i
F F
Mo Crossing-Over Crossing-Ovar of

Flanking Markers

Figure 26. Le modéle DSBR de Szostak.

(A) CDB d’ADN. (B) Puis digestion des extrémités libre 5'B) ('une des deux extrémités 3’ OH libre
sortante envahit un duplex matricB) (Un hétéroduplex se forme entre les deux brinduplex matrice
et ceux de la molécule l1ésé&) (La formation d'un hétéroduplex conduit a la fotima de jonctions de
Holliday. Ces jonctions pourront étre résolues daxdmaniéres possiblesa la conversion géniqud-)
ouvia le crossing-overR’) (Szostaket al. 1983; Paques et Haber 1999).
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3.5.3. Le modéle SSA (« Single-Strand Annealing »)

Le mécanisme du SSA n’a lieu que lorsque la dégiada’étend jusqu’a exposer une
région d’homologie d’au moins 400 pb entre les dextrémités 3' OH sortantes
(données établies ch&accharomyces cereviga€es deux régions homologues vont
alors pouvoir s’apparier (Figure 25). Cette homaagpnduit a la disparition d’une des
deux répétitions avec la région interne -entredesx répétitions-, c'est-a-dire a une
délétion lorsqu’elle survient au niveau d'un mémehromosome (ou
intrachromosomique) ou a une translocation si alleeu entre deux chromosomes
différents (ou interchromosomique). Ce mécanismé denc non-conservatif
(Ozenberger et Roeder 1991).

3.5.4. Le modéle DSBR (« Double-Strand Break Repair

Les deux extrémités 3'OH libre crées par la cass@eent d’amorces pour une
synthese d’ADN. Une des extrémités 3'OH libre saeaenvahit le chromosome
homologue ou la chromatide sceur au site d’homoleg&y apparie (Figure 26; B, C).
Chez Saccharomyces cerevisjala taille de la région homologue varie entre 26 p
et > 2 kb. Les séquences donneuse et matrice sendale présenter une similarité
quasi-parfaite (Ira et Haber 2002).

Le second brin de la molécule matrice est déplacapparie avec le brin qui lui est
complémentaire sur la molécule endommagée (Figbyr€CP La structure ainsi formée
est appelée B-Loop». Il y a ensuite formation de doubles jonctiores Holliday
(Figure 26; D; (Holliday 1964). Ces jonctions cependent a des liaisons covalentes
induites par la formation de I'hétéroduplex entes buatre brins d’ADN. Elles sont
ensuite clivées pour permettre la séparation des dwlécules d’ADN (Figure 26; E).
Ce mécanisme conduit & une réparation semi-congsaryalans la mesure ou un
nouveau brin synthétisé est présent a la foisesubtins « donneur » et « receveur ». Le
clivage conduit a deux résolutions différentes:l§l3éparation peut s’effectuer avec un
échange complet de séquence (crossing-over; Figfird=") ou (2) simple transfert
d'une séquence sur l'autre (conversion géniqueurgig26, F). Ce modéle est
aujourd’hui le modele le plus souvent admis poupliger la recombinaison
homologue, et en particulier la recombinaison dulaméiose (Szostak et al. 1983). Il
permet de rendre compte du lien fort qui peut ekishtre la conversion (échange non

réciproque) et le crossing-over (échange réciprpgue
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Figure 27. Les trois modéles BIR.

(A) L'une des extrémités envahit un duplex matricergotmer une bulle. Cette derniére migre ensuite le
long de la séquence matrice afin de permettrertheége d’ADN. Le second brin [ésé est réparé dprés
réparation du premier bri{B) Formation d’'une vraie fourche de réplication. laysynthése des deux
brins précoces dans le sens»53’ et tardif dans le sens inverse, par l'interra@@ de fragments
d’'Okazaki. (C) Le dernier modéle est un modéle hybride des detres D’aprés ce modele, apres la
formation d’une bulle, il y a synthése simultanés deux brins 1ésés. La réparation se fait parersion
génique comme pour le DSBR (Paques et Haber 1999).
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3.5.5. Le modéle BIR (« Break-Induced Replicatipn »

Le modele BIR propose l'invasion d’une des deuxémrités 3’ au niveau d’'une courte
région homologue. La synthese d’ADN peut ensuitéase sur plusieurs kb, voire des
chromosomes entiers (Mosig 1987; Kogoma 1997; Moreb al. 1997; Haber 1999).
On distingue trois modeles pour expliquer le BIR:

1. Le complexe formé aprés linvasion d'une exttémiappelée «bulle »
(Formosa et Alberts 1986), est converti en unetgdtiurche de réplication
unidirectionnelle. La migration de la bulle permagisi la synthese d’'une région
de taille importante. La synthése du brin complé&aien est initiée apres la
dissociation du brin nouvellement synthétisé et appariement au niveau de
son duplex d’origine (Figure 27).

2. L'extremité 3'OH sortante peut également envihiluplex matrice de maniere
a recréer une vraie fourche de réplication (Figeirg D’apres ce modele, la
synthese des deux brins se réalise comme duraépliaation mais de maniére
unidirectionnelle: il existe ainsi un brin direat brin précoce et un brin retardé
ou tardif. Le brin direct correspond au brin quinéié la formation de cette
fourche. Sa synthése se fait de maniére continms t& sens 5— 3. A
I'opposé, pour l'autre brin, la synthése se réalisananiére discontinue dans le
sens 3'— 5’ via les fragments d’Okazaki. Dans ce cas la synthéseeami-
conservative. La structure formée sera ensuitduégmr des endonucléases.

3. Si les deux extrémités de la cassure sont taldex homologues au niveau
d’'une méme région chromosomique, cette régiondeerhatrice. Les deux brins
sont réparés par conversion génique (voir le mod&8BR; Figure 27).

Le BIR induit la synthese d’'une région de trés deataille. Si en fin de synthése du
premier brin, celui-ci ne retourne pas s’appariers@n duplex d’origine, la

duplication va s’étendre du site de cassure justerdrémité du chromosome. Ce
modele est reconnu comme un mécanisme de mairggetetbmeres chez la levure

et les mammiféres (Lydeard et al. 2007).
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Figure 28. Le modéle SDSA avec formation d’'une budlde migration.

(A) Apres la CDB, B) les extrémités libre 5 P sont dégradées. L'uas deux extrémités 3’ OH libre
sortante envahit un duplex matric€)( Ceci va conduire a la formation d’'une bulle,st*a-dire un
désappariement local. L'hétéroduplex formé migrsuée le long de la séquence matrice pour permettre
la synthése d’ADN D). Le brin nouvellement synthétisé revient s’apgaidu niveau de son duplex
d'origine ce qui induit la réparation du deuxiemenbésé E). Ce modele décrit un mécanisme de
conversion génique donc sans crossing-ove(Raques et Haber 1999).
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3.5.6. modele SDSA (« Synthesis-Dependent StramAling »)

Le DSBR ne permet pas d’expliquer les réparatioosmdiogues des CDB par
conversion génique chez tous les organismes earticwier chezD. melanogasterEn
effet, I'étude de la réparation de cassures prodesgipar la transposition délément P
chez cet organisme a montré un faible taux de icrpss/er. Le modéle de Szostak

al. (DSBR) ne permettant pas d’expliquer I'absencetrdees de réparationia un
crossing-over, le modéele SDSA a donc été proposanm modeéle de RH chez
D. melanogaster Ce modele est considéré comme la voie principl@eRH chez
D. melanogaster Sa particularité concerne le déplacement du hiiADN
nouvellement synthétisé le long de la séquenceigaapuis son retour en fin de
réparation en s’appariant a la molécule lésée (Eig8; C et D). Ceci permet d'initier
la synthése du deuxiéme brin lésé (Figure 28; [pyes la digestion exonucléasique et
l'invasion d’'un des deux brins lésés, les topois@®es ou les hélicases induisent la
formation d'une bulle de réplication (Figure 28).ett@ bulle correspond au
désappariement local des deux brins du duplex ceatiihétéroduplex formé restant de
petite taille, le brin complémentaire ne s’'integes dans I’hétéroduplex. Il ne peut donc
pas y avoir la formation de jonctions de Hollid&yglre 28) (Formosa et Alberts 1986;
Nassifet al. 1994). La synthése d’ADN est ici conservative.syathése d’ADN peut
également étre bidirectionnelle: Les deux extré&nB8&OH libres sont alors réparées
indépendamment. Les séquences matrices peuvesspondre soit a la méme région
homologue, soit a deux régions homologues difféentes deux brins nouvellement
synthétisés peuvent ensuite se lier soit par réparaon-homologue (NHEJ) ou SSA.
Un modéle de type SDSA avec formation de crossiueg-a également été proposé par
Ferguson et Holloman (1996). lls proposent quevdigsion soit initiée par une des
extréemités 3’ OH libre. Le déplacement de IR-koop» créée par le premier brin va
induire I'appariement de I'extrémité du second biies jonctions de Holliday sont

ensuite résolues.
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Figure 29. Le modele DDSA.

(A) CDB. B) Digestion des extrémités libre 5’ FC)(L'une des deux extrémités 3' OH libre sortante
envahit un duplex matrice. Ce qui va conduire fotenation d'une bulle, c’est-a-dire un désapparietme
local. @) Cet hétéroduplex migre ensuite le long de la edgel matrice pour permettre la synthese
d’ADN. (E) Le brin nouvellement synthétisé se dissocie duiedumatrice. Il pourra alors soif (et F’)
retourner s’apparier au niveau de son duplex dieeigoit C) sur une séquence matrice. Pour revenir
s’apparier au niveau de son duplex d'origine, deoies sont possibles: Le SSK)(ou le NHEJ ).
Dans les deux cas, la synthése du deuxiéme brindssinitiée G et G’). Ce modéle prédit ainsi la
duplication de la séquence matrice au site de masBlaprés ce modeéle, la nouvelle copie de dugtina
est bornée par au moins une copie chimére d'uréitén (Fiston-Lavier et al. 2007).
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3.5.7. Un modeéle de formation des DS, un variarBDSA

Quand la réparation est fidéle, 'appariement geaia niveau de la région allélique de
la chromatide soceur ou du chromosome homologue. MeEgégion ectopique peut étre
utilisée comme région homologue. Ce mécanisme app&HR utilise comme matrice
une région ectopique et conduit a la duplicatiorcekte région, au site de cassure. Des
répétitions du génome telles que les ET peuventiiede choix d’'une région ectopique
comme matrice.

Nous proposons un modeéle basé sur le modéle SD8Aexpliquer la formation des
DS chezD. melanogasteril est considéré comme le modele préférentidRHechez cet
organisme (Engelst al. 1990; Nassikt al. 1994; Rong et Golic 2003). Le modele BIR
peut également conduire a la duplication d’'uneaégiénomique. Mais, il conduit dans
la plupart des cas a des translocations termimadesréciproques. Pour souligner son
apparentement avec le SDSA, nous l'avons appelé ADPpBur «Duplication-
Dependent Strand Annealimg Ce modeéle prédit qu'apréscassure et la digestion des
extrémités 5 P (Phosphate) lésés (Figure 29; A, uBle extrémité exposant une
répétition envahit une région homologue correspohda une autre copie de cette
répétition (Figure 29; C). L'extrémité 3’ OH libygeut alors s’apparier au niveau du
brin complémentaire de la région homologue. Cetaapment conduit a la séparation
des deux brins et a la formation d’'un I'hétérodupiii encastre le brin en cours de
synthese. Cet hétéroduplex, également appelé & teilsynthese», migre le long de la
séquence matrice permettant ainsi la synthese d’fAibglure 29; D). A 'opposé de la
D-loop formée d’'aprés le modéle DSBR de Szostakhé&roduplex est instable. En
effet, la D-loop apparait comme un hétérodupleklstgrace a I'appariement des deux
brins Iésés et la formation des jonctions de HajlidPour le SDSA, un seul brin forme
I'hétéroduplex. McVeyet al. (McVey et al. 2004) a montré qu’on pouvait obsees
décrochages suivis de ré-invasions pendant la ésatdu brin (Figure 29; E). La ré-
invasion peut se faire aussi bien au niveau de @menséguence que sur une autre
séquence. Dans le premier cas (ré-invasion sulagrséquence matrice), la bulle de
synthese étant déja formée, une micro-homologiét quur reprendre la synthése.

Dans le deuxieme cas, le mécanisme de réparatio@ieiialisé.
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A l'issu de la synthése d’ADN, les deux brins sl soit selon un mécanisme de SSA
sur une tres courte homologie (Sugawara et al. )1@&gdure 29; F, G), soit par un
mécanisme de NHEJ par micro-homologie (Paques etbeHa 1999)
(Figure 29; F’, G"). Ce mécanisme conduit ainsaauiplication d’une région ectopique
au site de cassure.

On peut également considérer une réparation btdiredle simultanée (pas
nécessairement synchrone) des deux extrémitéslassant deux séquences matrices
distinctes. Dans ce cas, la résultante correspoada duplication de deux régions
ectopiques au méme site.

Pour valider ce modéle, j'ai d’abord fait I'inveir@ades différentes traces attendues sur
les séquences de DS suivant ce modéle. Puisegherché au niveau des séquences des

DS identifiées, les traces attendues et testgeerimence de celles-ci.
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3.6. Identification des traces du mécanisme

3.6.1. Les traces de la ré-invasion du brin

D'aprés le modele DDSA, des décrochages du brivemuavoir lieu en cours de
synthése (McVey et al. 2004). Le brin ainsi libreup se raccrocher sur la méme

séquence matrice, vers l'arriere ou vers I'avantrgpport au site de décrochage.

Les traces attendues

La bulle de synthese n’étant formée que par unlz@ulde la molécule donneuse, cet
hétéroduplex instable peut permettre une successodissociations suivies de reé-
invasions du brin pendant la synthése. A la fimpdhcessus, la séquence nouvellement
synthétisée retourne s’apparier au niveau de splexid’origine. Dans le cas ou la ré-
invasion s’effectuerait au niveau de la méme sécpiematrice, on doit pouvoir observer
des traces de ce processus. Ces traces ne sersetvailes quau niveau de
I'alignement entre la séquence matrice et la ndevabpie. Les traces dépendent de
I'orientation de la ré-invasion par rapport au side décrochage du brin. Elles
correspondent a des insertions ou délétions. Gesarggements ont lieu sur la séquence
nouvellement synthétisée, alors que la séquencecmateste intacte. Elles sont donc
identifiées au niveau de I'alignement des 2 ségeecomme desgaps» localisés sur
une des deux séquences selon le processus dénkeasien. En effet, en fonction de
I'orientation du processus de ré-invasion, on dbserver des gaps spécifiquement sur
la séquence donneuse ou la receveuse et par censdgs répétitions sur l'autre
séquence. Lors d’'une ré-invasion vers l'arriere nagoport au site de dissociation, le
processus ré-utilise une méme région comme madticela de maniére successive. On
s’attend donc a observer une nouvelle répétition lau séquence nouvellement
synthétisée. Une seule des deux copies de cettti@p est présente dans la séquence
matrice alors que l'autre y apparait deux foissedem, dont une en face du « gap ».
Dans le cas inverse, c’'est-a-dire une ré-invasiers Vavant par rapport au site de
décrochage, il y a un saut de matrice. Une régmladéquence matrice n’est donc pas
recopiée. La recherche d’'une homologie est nécesgamur reprendre la synthese
d’ADN. Le complexe de synthese d’ADN étant déjapdace sur la séquence matrice,
une courte homologie -ou micro-homologie de quedcueares de bases- sera suffisante.
Dans ce cas, on s’attend a observer un gap suéglaenace nouvellement synthétisée,
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contigu a des traces de micro-homologie sur la eséopi matrice. L'une de ces petites
répétitions doit étre retrouvée au niveau du gapaatre a la borne opposée du gap
avec une région unique entre les deux répétitibigafe 30).

Dans le cas de la ré-invasion en arriere, I'étapeegdherche de micro-homologies sera
également nécessaire mais ces traces seront coefrdec la répétition en tandem.
La distinction entre les deux types de traces est dépendante de I'orientation du gap
(séquence matrice ou nouvelle copie) et de la poésd’une région unique entre les

deux répétitions (Figure 30).
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Figure 30. Traces attendues d’aprés un processus tiinvasion.

(A), (B) et (C) représentent les différentes pafitdls de ré-invasion du brin aprées dissociatid). Etant

le cas ou le brin ré-envahit la méme séquence eratlans ce cas, deux types de traces sont ateendue
(C1) Schéma des traces attendues, si ré-invasisi’agiére. (C2) si ré-invasion vers I'avant papport

au site de dissociation (Fiston-Lavier et al. 2007)
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Méthodes de détection

Afin de détecter les traces laissées par ces depegsus, une approche de génomique
comparative utilisant le génoni2. yakubaa été mise en place. Par simplicité, nous
avons choisi de travailler avec les séquences gu@és dans des évenements uniques
de duplication (duplications a 2 copies) du génameeD. melanogaster soit 86
évenements. Pour chacun de ces évenements, il neaséguence donneuse et une
séquence receveuse et seules les situations oseul® des deux copies est présente
dans le génome de. yakubasont informatives pour identifier la copie donreus

Malgré la haute qualité des séquences génomiquesemiain nombre de cas se sont
avérés douteux. En effet, lorsque les deux comes strictement en tandem chBz
melanogastemlors qu’une seule copie est retrouvée ddeyakuba il est difficile de
savoir si les deux copies n'ont pas donné lieu antefact d’assemblage. Pour éviter a
ce probleme, seules les copies contigués sépaaéem@ région interne synténique ont
été étudiées.

Nous avons ainsi pu identifier les séquences nestriavec sécurité, pour 12
évenements de duplication qui ont eu lieu cBezmelanogastelapres la spéciation
entre les deux génomes (c’est-a-dire il y a moa4@ millions d’années. Ensuite, nous
avons recherché les traces attendues d’apres lelenDiDSA pour ces 12 évenements
de duplication. Pour chacune des duplicationsaligmements des copies 2 a 2 ont été
réalisés. Ces alignements ont été obtewiasun programme d’alignement local ne
pénalisant pas les grands gaps, développé au talveraAfin d’avoir la sécurité de
recouvrir complétement les séquences de duplicalésncopies de duplication ont été
étendues de 500 pb de part et d’autre. En eftsttdhsion de HSP peut étre limitée par
I'algorithme de BLAST utilisé ici. Les paramétrealgynement utilisés sont 10 pour le
poids du «match», 12 comme pénalité demismatch», 16 comme la pénalité
d’ouverture de gap, 4 pour la pénalité d’extenslergap, et 100 pb comme pénalité de
longueur du gap au-dela duquel il n'y a plus deafithpour son extension. Seuls les
gaps entre 5 et 100 pb ont été pris en comptegaps de moins de 5 pb risquent d’étre
trop fréquents. lls peuvent aussi étre liés a uavaia alignement de séquences. Or ces
gaps ainsi que ceux de plus de 100 pb peuventditsea d’autres mécanismes.
L’analyse manuelle des gaps sélectionnés permdertifier des traces malgré une
forte divergence entre les répétitions. Afin dgpas prendre en compte les RT générées
par un autre mécanisme que par la ré-invasionidepbndant la réparation de CDB, les

RT avec plus de deux copies n‘ont pas été priseompte. En effet, les mécanismes
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d’expansion pourraient aussi étre a l'origine de ermation. De plus, afin d’étre sar
que les traces de micro-homologie identifiées net @s dues au hasard, seul les
répétitions de plus de 3 pb et contigués a une es@guinterne unique ont été

considérées.

T ft
LEES @R Tandem repeats  Micro-homology No traces Total number
_ P traces of gaps
Gaps location
g @ 2 7 17
28 All gaps
£s
=3
E3
29 Intergenic and 7 @ 1 6 14
intronic gaps
(b)
Ty All gaps 4 13 *® %
L0
28
S w Intergenic and (b)
intronic gaps 2 6 12 2

Tableau 4. Traces du processus de ré-invasion duibrselon le DDSA.

Ce tableau comptabilise les différentes tracestiiitoes au niveau des alignements de séquence @4 2
duplications sélectionnées. On détecte ainsi 8 apsl7) sur la séquence matrice avec des RTesitué
sur la séquence donneuse. Sept gaps sur 8 solidsadans des régions intergéniques ou intronidties
Traces de ré-invasion vers l'arrieré Traces de ré-invasion vers I'avant (Fiston-Laeieal. 2007).

Nous avons observé deux fois plus de gaps sulzesée matrice (36 gaps) que sur la
séquence nouvellement synthétisée (17 gaps). Resngaps localisés sur la séquence
matrice, 8 sont associés a des RT localisées sé&daence nouvellement synthétisée.
Seuls 4 gaps sur 36 (gaps localisés sur la nousétieence) sont associés a des RT
(Tableau 4; Test dy2: y2 = 14.0046, ddl = 1, P-value = 1.824X)0Les traces
observées —gaps dans la matrice associés aux Riespondent a des traces de ré-
invasion en arriere. Nous avons également détegtefisativement plus de traces
attendues selon le processus de ré-invasion ent,avast-a-dire des gaps sur la
séquence nouvellement synthétisée associé a des tta micro-homologie (Tableau 4;
Test duy2: x2 = 4.29, ddl = 1, P-value = 3.834x%0

A cause de la pression de sélection exercée sugdess, on s’attend a ce qu’une
duplication contenant un géne évolue sous congraiinsi, la pression de sélection
peut biaiser nos observations. En effet, les ldaiscurrence des traces observées dans
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le cas de duplications géniques pourraient étrdicalppes par des mécanismes de
sélection. Afin de s’affranchir de ce biais, nousrss refait cette analyse en ne prenant
en compte que les traces localisées au niveavédems introniques ou intergéniques.
Le biais d’occurrence des traces apparait toujausintre 2 gaps associés a des RT et
6 contre 1 gap associé a des traces de micro-hgimsl¢Tableau 4). Ces observations
soutiennent le modéle de migration de la bulle cenmécanisme de formation des DS.
L’observation d’'une seule copie chBz yakuba pourrait également suggérer une autre
histoire évolutive: un évenement de duplication zcliancétre commun suivit de
I'élimination d’'une des deux copies chBzyakuba La présence de traces pourrait dans
ce cas s'expliquer par d’autres évenements telslguegap repair» pour les traces de
micro-homologie. Cependant, si la présence desesopie duplication cheD.
melanogastelest due a un évenement de duplication qui a euapes la spéciation
entre les deux organismes, on s’attend a obsen@mplus grande divergence entre la
copie deD. yakubaet celles d&. melanogasterDes arbres phylogénétiques des trois
séquences nous ont permis de vérifier la divergente les copies (Annexe2: Analyse
des 12 évenements de duplication sélectionnéess @amajorité des cas (10/12), les
séquences sont plus proches entre les deux copi€s thelanogasteigu’entre ces
copies et celle dB. yakuba Ces observations confirment I'hypothése d’événmdgmde
duplications récents spécifique Be melanogastersans biais de sélection sur une des

copies (longueurs de branches équivalentes sbrd'ghylogénétique).
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3.6.2. Un modele affiné

Séquestration du brin en cours de synthese aprés dassociation

On observe deux fois plus de gaps au niveau dédaesce nouvellement synthétisée.
Cette observation suggere une plus grande fadilitthécanisme a réaliser des sauts de
matrice vers I'avant. Nous proposons une séquasiraiu brin dans le complexe de
formation apres sa dissociation. En restant dansulie, alors que celle-ci continue
encore sa migration le long de la séquence matackrin dissocié peut facilement se
raccrocher au complexe quelques bases plus loifilopposé, une ré-invasion vers
I'arriere nécessite la ré-initialisation du proeessavec la re-formation du complexe
vers l'arriere. La taille des gaps correspondantaadistance entre les sites de
dissociation et de ré-invasion, nous suggéronsréfmvasion a proximité du site de
dissociation (16 pb de distance en moyenne). Cssresitions permettent de proposer
que le complexe de synthése formé continue eneomigration apres dissociation du
brin, ce qui permet a la séquence de se ré-apdadidéement au complexe et cela a

proximité du site de dissociation.

Une recherche d’homologie préférentiellement a pramité du site de cassure

Les événements uniques de duplication (duplicatéo2scopies) sont en majorité des
duplications intrachromosomiques (86 % intra coriide% inter), c’est-a-dire sur le
méme chromosome. Afin d’estimer la distance entre topies de duplications
intrachromosomiques, nous avons Vvirtuellement askemes deux bras des
chromosomes sans tenir compte des régions peooedtiqgues non-assemblées. Pour
les chromosomes 2 et 3, les bras L poluek» et R pour ®ight» ont ainsi été réunis.
Seuls les coordonnées des annotations sur leRlasensuite été convertis.

Les deux copies de duplications intrachromosomigg@st distantes de 192 pb a
13.7Mb. La majorité des copies sont localiséesoaiprité les unes des autres: dans 50
% des cas, elles se retrouvent & moins de 14kb tern’autre.

Une étude réalisée par Rong et Gloic en 2003, aésagque dans les cellules
mitotiques, la séquence matrice est préférentigigmocalisée au niveau de la
chromatide sceur ou sur le chromosome homologue. Msgltats permettent de

suggérer que la ségquence matrice est choisie enéiigfement ercis de la cassure,
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c’est-a-dire préférentiellement a proximité. Eregffta médiane de la distance observée
entre les copies est de 14 kb et les ¥ des duplisasont distantes a moins de 50 kb.

La détection de duplications interchromosomiques ues argument en faveur d’un
mécanisme de NAHR. Aprés des analyses de la reoambn de chromosomes
hétérologues dans des cellules souches, Richaatsaln(Richardson et al. 1998) ont
proposé un modele de recombinaison homologue prpligaer la formation des
duplications interchromosomiques chez les mamnsfein effet, la conformation
nucléaire peut induire le rapprochement de deuxomngghomologues de deux
chromosomes différents. D’aprés notre modele du D& ET apparaissent comme
de trées bons candidats pour induire la formationcdetype de duplication. Ces
répétitions dispersées partagent une forte ideté¢iteéquence, ce qui permet une longue
et forte similitude entre les copies permettannhitér la recombinaison. La suite de
mon travail a donc consisté mettre en évidenceplitation de ces séquences dans le

processus de duplication.
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3.7. Les ET, inducteurs du processus de duplication

Les ET, par leur activité de transposition, peuverder des CDB d’ADN. Comme
montré chez les mammiféres (Bailey et al. 2001y RS deD. melanogaster
apparaissent plus denses dans les régions héténuatigues, régions connues pour leur
forte densité en ET. On peut supposer que cesnmggiont sujettes a un grand nombre
de CDB générées par I'excision des ET durant lasprasition. Lorsque la cassure se
situe dans une région dense en ET, la recherctemdlogie pourrait utiliser les ET
comme initiateurs du processus de réparation esorraflu grand nombre de copies
proches et de la forte identité de séquence easredpies. De surcroit, ces régions
hétérochromatiques sont connues pour étre plusatis a I'insertion de répétitions.
Cette tolérance expliquerait aussi la forte deresit&T.

Lorsque I'on compare la distribution en DS et en EEemble y avoir une corrélation
positive entre ces deux types de répétitions. Saulégion centrale du chromosome X
n'affiche pas cette relation (Figure 24). Dansudiesde ce manuscrit, je mentionnerai a
nouveau les particularités de cette région. Les &é&Mmposants majoritaires des DS
apparaissent donc comme de bons inducteurs dussugxeale duplication d’apres le
modele DDSA.

Si des ET sont a l'origine de duplications, ontsadl a identifier deux types de traces.
Premierement, d’aprés les mécanismes de HR, laeséguépétée peut recouvrir en
plus de la séquence dupliquée, la région contigués’attend donc a détecter des traces
d’ET aux extrémités des duplications. Deuxiememeogs copies devraient
correspondre a des copies chiméres, résultats dngement de matrice. J'ai donc
recherché ces traces parmi les DS détectées.

3.7.1. Présence de répétitions aux extrémités ulgdgdtions

Afin de tester cette prédiction, j'ai comptabilies cas ou la DS présente aucune, une
ou deux répétitions(s) a ses extrémités. Pour eeisdyse, j'ai recherché pour chaque
borne de ces DS les annotations en ET et en mietbss. Afin de tester les
observations, les résultats obtenus ont ensuitecdtdarés aux résultats obtenus pour
les séquences génomiques choisies de maniére igdédta création d’'un jeu de

séquences contréles).
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Type of Percentage of sequences (MNo. of sequences)
Type of repeats SeqUEence
analyzed IMo repeat One repeat =E repggéon each
5D sequences 80.85 % (359 13.96 % (62 518 % (23
Transposable L b (359) b (62) " (23)
elements S 85.84 % (38115) 9.47 % (4207) 4.68 % (2078)
Sequences
5D sequences 69.37 % (308) 26.58 % (118) 4.05 % (18)
Microsatellites Control
s E‘:FU el.--. ces 75.80 % (33657) 22.28 % (9891) 1.82 % (852]

Tableau 5. Présence d’ET et de microsatellites awxtrémités des DS.

Pour chaque DS, les répétitions (ET et microssdsl)li aux extrémités ont été comptabilisées. On
distingue trois cas de figure: la copie ne présexteune répétition aux extrémités, une répétitisin e
localisée a une des extrémités de la copie, laecepi bornée par deux répétitions. Les valeurs entr
parenthéses correspondent aux effectifs (FistomeLa¢ al. 2007).

Les DS dans la majorité des cas, ne présententipasaces de répétitions a leurs
extrémités. Ces traces ont pu étre éliminées d@mhsplication par des délétions ou des
mutations. Par ailleurs, il y a moins de DS aveaxdepétitions de part et d’autre que
de DS avec la présence d’une répétition a une slexdeemités. Le méme résultat est
obtenu avec les séquences tirées au hasard. Cepeledaomparaison des résultats
pour les duplications et pour les séquences tisdeasard, montre une différence
significative, avec plus de répétitions aux exttémides DS (Tableau 5; Testgide
conformité:y2 = 10.99, ddl = 2, P-value = 4.09x3)0On retrouve principalement des
copies de la famille dd8lEL Ce résultat était attendu car cette famille diddéts avec
plus de 2000 copies, correspond a la famille |& paprésentée dans le génomeDde
melanogaste(Quesneville et al. 2005; Bergman et al. 2006).

On observe également un enrichissement significkd DS en microsatellites aux
extrémités par comparaison avec les séquences #rebasard (Test g2: x2 = 16.63,
ddl = 2, P-value = 2.45x1}). L’enrichissement en ET des DS suggére une imidin

de ces répétitions dans le processus de duplicalitais ces observations ne nous

fournissent pas plus d’'indications sur le mécanidmérmation des DS.

3.7.2. Recombinaison entre éléments aux pointerdsipn des DS

D’apres le modéle de DDSA, la recherche d’homol@gigosition ectopique conduit a
observer aux extrémités des duplications, la paEsete copies d’ET chiméres

(Figure 31). Les méthodes d’annotation des ET népas assez sensibles pour détecter
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les éléments chimeres. En effet, deux copies adjesed’'un méme élément sont
identifiees comme une seule et méme copie. Cepéersiaon aligne la copie chimere
avec une des deux copies donneuses, on doit obsiveart et d’autre du point de
cassure, une qualité d'alignement tres différebéepoint de cassure correspond a la
limite entre les deux types d’alignements. La reche des points de cassures a été
réalisée au niveau des alignements entre la capiealise et la copie receveuse (Figure
31). Alors que la copie donneuse de la duplicagigisente une seule copie d’ET, on
s’attend a ce que la copie receveuse soit enrfiaittopie chimére (Linardopoulou et al.
2005) (Figure 31). Les points de cassure de 19 &&)r événements uniques de
duplication (duplications a 2 copies) ont pu éiresiaidentifiés (Annexe4: Analyse de
points de cassure des duplications). Ces obsemgasont des arguments forts pour
proposer que le modele DDSA est induit par les Biirpa formation de nombreuses

DS chezD. melanogaster

Breakpeint

TEcopy ——_ ., _
Duplication —_, O

S0 copy 1
S0 copy 2

Seqi TEGH5A-1356 5 68O
Seqd FGHE-1545 E80

SeQl FAGEH-1306 L AGARATEE TH
Seql TAGEG-1340

Segf TeGHE-135 7 1 - »
Seg! TRGMGN-1 240 TT3--- ik

et PO i TR i " .
Sogl FAGH5A-1345 Be2 i f : 953

Sagi FEGEII-1 006 465 1058
Seqi TG -1348 954 1045
Sogi THEEN-1356 1057 1143
San TAGEG-1345 146 13

Seqd TAGA5-1556 1149 GHCHETH 10
Seqi TOGmS-1345 1138 ATTTET) FiL]
Seq! FRGEM-1106 1 135
Saq! TeGAENI-1343 7 1any

Figure 31. Analyse des points de cassure des DS.

Les traits rouge et vert repositionnent respectamnies DS et les ET sur les séquences (a) Schéma d
I'observation attendue. (b) Exemple d'alignementreena séquence donneuse et la receveuse (Fiston-
Lavier et al.2007).
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3.8. Conclusion/Discussion

3.8.1. Un mécanisme dépendant de la taille du génom

L’ensemble de nos résultats est en faveur du moDEISA et permet de rejeter
I'hypothese stipulant que les traces observéesesgrke résultat de processus post-
duplication. Des qu’'une CDB de I’ADN apparait, lachinerie cellulaire fait rentrer en
compétition plusieurs voies de réparation. Cettemmerie de réparation se compose de
plus de 20 protéines dont des endonucléases, desidgases, des hélicases, des
kinases et ligases. Les premiéres protéines enescent pour réle de détecter la
cassure. Par la suite en fonction des protéingmuilles, il y aura ou non recherche
d’'une région homologue, puis réparation et enfigation. Les variations des
abondances relatives et des affinités de ces ermyntre les génomes eucaryotes
peuvent expliquer les différences de proportiondD&nobservées chez les eucaryotes
(Tableau 2). Celles-ci seraient dues a une dift@etle processus de réparation des
CDB. En effet, dans un grand génome, on s’atteiceé gue les cassures soient plus
fréquentes que dans un petit génome. En conséquincgioi, les grands génomes
peuvent étre soumis a un plus grand nombre d'errdarréparation et donc plus de
duplications. Si I'on compare la taille des génomesaryotes avec la proportion de DS,
on constate en effet que plus un génome est giaplli€il est riche en DS. Chez la
souris, pres de 1.2 % du génomes correspondant ®8eaécentes ont été identifiées
dans un génome de 2.5 Gb (Waterston et al. 200z & rat (génome de 2.75 Gb), la
proportion en DS s'éléeve a 2.92 9%Rdttus norvegicusy.3.1; (Rew 2004). Chez
’'homme, cette proportion est d’au moins 5 % (gadu génome estimé a 3 Gb; (Bailey
et al.2001; Landeet al.2001; Venteet al.2001; 2002).

3.8.2. Le DDSA, un modéle de formation des DS

L'analyse détaillée des traces identifiées, noum@iede proposer le modele DDSA
comme un modele permettant d'expliquer la formaties DS cheb. melanogasteet

de suggérer un role des ET dans leur formationpriokabilité d’observer par chance
des répétitions de 10 pb associées a un gap lécghécifiquement sur la séquence
matrice est tres faible. Le méme raisonnement @gatfait pour les traces de micro-
homologie. Les biais de traces attendues d’aprE®DBA que nous observons, sont des

arguments forts en faveur du modéle. De plus, afaedissociation du brin, nos
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analyses montrent une ré-invasion préférentielles Vavant par rapport au site de
dissociation. L'ensemble des observations permssi ail’affiner le modeéle: nous
proposons une sequestration du brin apres disent@ans le complexe de synthese de
I'ADN. En effet, la distance entre le site de digation et le site de ré-invasion sur le
méme brin correspond a la taille des gaps obselastaille moyenne des gaps
observés étant de le I'ordre de 16 pb (taille néglide 12 pb), on propose que le brin
dissocié reste séquestré dans la bulle de migratams que celle-ci continue a avancer
le long de la séquence matrice. Ainsi, tant quearile en cours de synthese reste dans le
complexe, il peut ré-envahir aisément la séquenatice en amont. Par contre si la
bulle, en continuant sa migration, se sépare durwuvellement synthétisé, ce dernier
pourra soit envahir la méme séquence matrice emm@nt en arriére, soit une autre
séquence matrice ou encore retourner au niveaa aeotecule d’origine. On s’attend
alors a ce gue la ré-invasion vers l'avant aing lguretour du brin synthétisé au niveau
de sa molécule d’'origine soit les deux cas les piudbables puisqu’ils sont moins
contraints physiquement. Le modéle DDSA est le ppemmodele détaillé permettant
d’expliquer la formation des DS. La migration delalle permet des dissociations
précoces au cours de la synthese et la ré-invasidmin dissocié au niveau de la méme
séquence matrice, pouvant conduire a la formatepedites duplications. Beaucoup de
mécanismes de recombinaison homologue associés & Tepeuvent expliquer la
formation de duplications. La présence de signatdeiemodele de la bulle de migration
est un argument fort en faveur d’'un modele de NAMR la formation d'un
hétéroduplex instable. Les mécanismes pouvant radili crossing-over, comme le

DSBR, sont donc exclus.
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4. Le turnover des séquences

C'est en 1928 que Emil Heitz, a partir d’observasoexclusivement histologiques,
définit I'hétérochromatine comme les régions chreomaiques trés condensées et tres
colorées dans le noyau métaphasique. Plusieurs ctérigtigues biochimiques ou
encore cytologiqgues complétent cette définition. @ait aujourd’hui que
I’'hétérochromatine de part son état de compactest,peu sensible a la DNAse I. Alors
que les méthylations de certaines lysines de ldfist3 (H3-K4H3-K36 et H3-K79)
sont corrélées avec l'activation de la transcriptida méthylation des lysines 9 (H3-
K9) et 27 (H3-K27) sont des marques de I'état n@yéride la chromatine (Lachner et al.
2001; Fischle et al. 2003). La triméthylation de-K3 et la monométhylation de H3-
K27 sont associées a la formation de I'hétérochriomea(Rice et al. 2003). La relation
étroite existante entre les répétitions et la dmoe de la chromatine a depuis
longtemps été soulignée (Lippman et al. 2004). @g#ons sont connues pour étre
enrichies en répétitions. Mais, on ne sait toujopas si c’est la présence de repétitions
qui induit I'hétérochromatinisation d’'une région i les répétitions se propagent
préférentiellement dans I'hétérochromatine. Danbué d’aborder ce point, nous avons
voulu estimer le turnover des répétitions (ET, DSatellites) dans I'hétérochromatine.
Cette étude implique I'analyse de la dynamiques#ition et I'estimation des forces
qui tendent a éliminer ces répétitions: déelétiaazambinaison et sélection. Nous avons
donc réalisé une analyse comparative de la dynaeigles répétitions dans
'euchromatine et I'hétérochromatine. Au vu des ataéristiques des différentes
répétitions, jai pu proposer un modele de dynamiqde ces séquences dans
I'hétérochromatine. Estimer le turnover des séqesnde I'hétérochromatine permet
d’estimer le turnover des séquences génomiquedwlile de maniére neutre, c’est-a-

dire sans pression de sélection due aux genes.
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4.1. Pourquoi avoir choigirabidopsis thalian&

4.1.1. Un bon modeéle d’étude

Cette étude a été réalisée chezthaliang plus communément appelée l'arabette des
damesaA thalianaest la premiere plante au génome séquencé. Bietieue présente
aucun intérét agronomique particulier, cette maevaherbe de la famille des
Brassicaceae suscité un certain intérét dans le monde dedhaerche. Elle apparait
comme un trés bon organisme modele pour la rechenclgénétique végétale. En effet,
en raison sa petite taille, cette plante, prin@pant autogame, se cultive et se
reproduit facilement en laboratoire. Son génomeénésts 130 Mb, est réparti sur 5
chromosomes. Les chromosomes 2 et 4 sont acrapaedralors que les chromosomes
1, 3 et 5 sont métacentriques. Le nombre de gestesséimé a environ 30000. Les
régions hétérochromatiques de ce génome sont, amdgrpartie, séquencées. On
distingue, en plus des régions péricentromériques, «knobs», c’est-a-dire des

régions hétérochromatiques surnuméraires.

Angiosperm ancestor
genomse —-— =135 Mya
palyploidization

l

Eudicot ancestor
genome ~— ~90 Mya — 100 Myal
polyploidization

(T - - =™
Ancient Brassicaceae
2n=2x=8

A
Whole genome duplication  {=— 24 Mya — 40 Mya|
(polyploidization)

2n=4x=16

¥

Loss of paralog genes

Re-establishment
of disomic —
segregation

Successive chromosomal
rearrangements generate
duplicated segments

-4 Mya-5M
Wl Fusions or fissions iy ya = 5 Mya

|
v

Arabidopsis thaliana
2n=10

Figure 32. Histoire évolutive du génome da. thaliana.

TRENDS in Plant Saancs

Ce schéma représente I'histoire évolutive du géndm@. thalianaretracée d'aprés des analyses de
fossiles. Le génome ancétre des Angiospermes ausuéveénement de polyploidisation, il y a environs
135 millions d’années. Son génome fils, le génoneeae des Eudicots, a également subi un évenement
de polyploidisation, il y a environs 95 millionsadhées. Entre 24 et 40 millions d’'années, le génome
ancétre des Brassicaceae a ensuite subi une ropadyiploidisation. Le génome passe alors de 2n=8 a
2n=16. Pour expliquer la taille du génome actiél. thaliana (2n=10), d’'importants réarrangements
chromosomiques tels que de la fusion et de leofissint été proposés (Hereyal.2006).
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Le génome dA. thaliana aurait, de plus, subi au cours de son évolutiarsiplirs
duplications globales du génome (Figure 32) (Frastsal. 2000; Henryet al. 2006).
L’histoire évolutive de ce génome montre une forégulation du nombre de
chromosomes chez le génome ancétre. En effet, aprésoins trois évenements de
polyploidisation, le génome ancétre a subit desi@wents de fusion et de fission de
chromosomes. On peut donc parler de remaniemerdrieng puisque le génome est

passé de 2n=16 a 2n=10, ce qui souligne le dynaeninte génome.

4.1.2.hk4S le knobdu chromosome 4

Les knobs sont des régions hétérochromatiques difféerentess dégions
péricentromériques et subtélomériques. Ces réglutérochromatiques sont plus
couramment observées chez les plantes. Egalememeléap renflements
hétérochromatiques, ldsobsont été identifiés, pour la premiere fois, chearlais
(McClintock 1929). La présence de granddusters» de RT au sein désobssemble
étre une caractéristique de ces régions. On yuarplus souvent des RT de 'ordre de
180 pb. Ces régions sont également riches en natggosons (Peaco&k al. 1981,
Ananievet al.1998; 2000).

— Distal
euchromatin

— Chromomere
- Proximal

euchromatin

- Centromere
region

Figure 33.hk4S, le knob du chromosome 4 ddé. thaliana.

Image de FISH des chromosomes 2 et AAd¢halianaau stade Pachytene. Les régions bleues claires
correspondent aux régions hétérochromatiques. I8éras court du chromosome 4 est visible sur cette
image. Leknobdu chromosome 4 (dwk4Sou chromomere) est localisé entre les régions eutdtiques
distales et proximales (Franstal.2000).
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Bras court (S) Région péricentromérique Bras long (L)
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Figure 34. Schéma de I'histoire évolutive dbk4S.

Le modéle proposé pour expliquer la formation ldtelS se déroule en deux étapes. Il y aurait eu
duplication d'un segment euchromatique du bras mgiveau du bras court et cela a proximité de la
région péricentromérique. Ensuite, il y aurait eétéhochromatinisation vers la région dupliquée

adjacente a la région péricentromérique. La rédiétérochromatinisée correspond au rectangle vert.
Cette région issue de la duplication ainsi qu'uégian hétérochromatique péricentromérique a ensuite
subit une inversion. La nouvelle région hétéroctatique est localisée sur le bras court du chromesom

4 entre le domaine euchromatique distal (Ed) dblaaine euchromatique proximal (Ep).
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Figure 35. Leknob du chromosome 41(k4S).

a)-Localisation dehk4Set de la région donneuse qui lui est associéescinlomosome 4. Les régions gris
clair indiquent les régions hétérochromatiquesvéfement de formation dknob est représenté par la
bande orange. La région donneuse (en orange)teéegians la région euchromatique du bras long du
chromosome 4 alors quekaob(en marron) est localisé a proximité de la régiéricentromérique sur le
bras court du chromosome 4. Cette région fait @aiei I'inversion d’une plus grande région.
b)-Représentation des correspondances des annotatitteda séquence donneuse éneh Les fleches
jaunes indiquent la position et I'orientation dém@s connus, et les grises, les génes hypothétigess
triangles représentent l'insertion des ET (rougerges transposons; vert pour les rétrotransposwis;
pour les insertions plus complexes d’ET). Les fe&ciouges représentent les RT (Lippreaal.2004).
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Deux knobsont pu étre identifiés che&. thaliana Appeléshk4Set hk5L, ils sont
respectivement localisés sur le bras court du cohsome 4 et sur le bras long du
chromosome 5 (Figure 33) (Franst al. 1998; 2000). En raison de la trop faible
distance entre l@k5L et la région péricentromérique, les limites ddecetgion sont
difficilement distinguables. Seules les limites W4S ont pu étre identifiées. Un
scénario en deux étapes a été proposé pour explajtemation dehk4S(Paul Fransz
-communication personnelle; Figure 34): (1) uneaéguchromatique du bras long du
chromosome 4 aurait été dupliquée sur le bras couchromosome 4, a proximité de la
région péricentromeérique. Il y aurait eu ensuit@ppgation de I'hétérochromatine de la
région péricentromérique en direction de la noevetipie de duplication. (2) Puis, une
partie de la duplication ainsi qu’une région pémtcemérique aurait subit une inversion.
Cette nouvelle région hétérochromatique correspoddnc a une région
péricentromérique excentrée associée a une séquenpliquée qui a été
hétérochromatinisée (Figure 34). La taille dk4S est estimée a environ 700 kb
(Franszet al.2000).

L’hypothese de I'hétérochromatinisation a été peg@oapres une analyse fine des deux
copies de duplication. Les alignements de séqudacees deux copies montrent bien
une conservation en ordre et en orientation desgy@figure 35) (8 sur 33 genes). La
copie duknob présente un enrichissement important en ET, enpamaison avec la
copie donneuse (Figure 35). En effet, alors quetpence donneuse est pauvre en ET,
la séquence receveuse est interrompue par au n3finsétrotransposons et 40
transposons, souvent insérés les uns dans les.autme«cluster» de RT de 23 unités
d’environs 2 kb chacunes, a également été identfigs RT, absentes de la copie
donneuse, seraient dérivees d’ET (Lippnedrel. 2004). En effet, elles partagent une
certaine similitude de séquence avec les élémafigator-like ou MULE, des
transposons.

La présence de répétitions associée aux caramjgeast cytologiques indiquent
I'hétérochromatinisation de cette région. h&4S a été identifié chez les écotypes
Wassilevskijaet Columbia, mais pas cheZ?24 et Landsberg erectaMalgré I'absence
de knoh I'écotype Landsberg erectgprésente la duplication, la premiére étape de
formation du knoh D’apres [I'histoire évolutive de ces écotypes, Krob du
chromosome 4 résultant de I'inversion, serait desge d’'un événement récent.

Cette association entre répétitions et hétérochiioma déja été discutée par Csink et
Henikoff (Csink et Henikoff 1998) puis abordée @ennetzen (Bennetzen 2000).
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Le changement de statut chromatinien étant rélsekiobdu chromosome 4 est un bon
modéle pour mieux comprendre cette relation. Ottesid a ce que les répétitions de
cette région aient un statut intermédiaire entiéesale I'euchromatine et celles de
I’hétérochromatine péricentromérique. b&5L laisse apparaitre des caractéristiques
similaires a celles des régions péricentromériqmc seul lehk4S sera pris en
compte comme knob» pour notre étude. Les caractéristiques des séqaale cette

région hétérochromatique seront discutées danksagatce.

4.1.3. Une grande part des régions hétérochronegtigéiquencées

Le génome dA. thaliana est I'un des rares génomes pour lequel les régions
hétérochromatiques centromérigues sont presquérem@nt séquencées (AGI 2000).
Fransz et al. ont positionné les Ilimites des domaines euchraueat et
hétérochromatiques sur le chromosome 4 a partdatmées de FISH (Franst al.
2000).

Afin de travailler avec un jeu de données conséguemous a fallu délimiter les
domaines hétérochromatiques pour tous les chromesorour cela, nous nous
sommes baseés sur la composition en ET et sataliees domaines. Tout d’abord, jali
calculé le pourcentage de recouvrement moyen eneE¥atellites des domaines
hétérochromatiques pour le chromosome 4. J'ai engui déterminer empiriquement
une valeur seuil permettant d'estimer approximatieet les régions
hétérochromatiques des autres chromosomes. Une éagrégation des régions
proches ayant un recouvrement supérieur au seutigtede ne pas étre biaiser par la
taille des fenétres utilisées, et ainsi de défprioprement les limites des domaines

chromatiniens.
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4.1.4. Les annotations disponibles

Au début de notre étude, la version 6 des annoties genes deTke Arabidopsis
Information Resource (TAIR) étaient disponibles. Ce sont donc ceso#ations qui
ont été utilisées pour celle-ci. Actuellement, éasion 7 des annotations de genes est en

ligne: @tp://ftp.arabidopsis.org/home/tair/Genes/TAIR7 o _releasy/

L’annotation des DS a été réalisée a l'aide dulpipeque j'ai développé durant ma
these (voir plus haut). En ce qui concerne leslitese les annotations ont été
effectuées au laboratoire a I'aide d’'un BLAST dum@®@e contre la banque de données
de satellites de « RU » pour Repbase Update. Lestaiions officielles des ET sont

disponibles sur le site de TAIR (Release I&tp://www.arabidopsis.ofyy Ces

annotations ont été produites au laborateiaeune version améliorée du pipeline décrit
dans (Quesnevillet al. 2005; 2008). Différents jeux de séquences deeptés dET
ont été utilisés. Le premier utilise les séquerdeséférence de la banque de donnée
RU.

Ces séquences de référence ont été obtenues fiaemiés personnes et donc avec
différentes méthodes. Ce jeu de données est appdléLes trois autres jeux de
séquences sont des mosaiques de copies génomiquesuites pour optimiser
différents critéres (Buisinet al.2008). Le jeu de donnéeOptCoding» correspond au
jeu de données RU auquel des modifications au nides régions codantes ont été
apportées. Ainsi, les régions contenant des costmpssont remplacées par des régions
de séquences de copies génomiques qui en sontradépsutout en respectant la phase
de lecture. Ce type de modification permet égaleéndgencorriger les décalages de
phase. Un troisiéme de jeu de données nomiéxsize» a été construit dans le but de
répertorier la diversité des copies d’ET sous fenfode séquence mosaique. A partir du
jeu de données RU, un jeu de données de séquemnoeres a été créé. Le quatrieme
jeu de données appeléOpt» est une combinaison des jeuxOptCoding» et
«MaxSize», visant a tirer partie des avantages des deesg.tfis jeux de séquences
permettent de détecter spécifiquement des séquentmiges par « RU » (Buisinet

al., 2008).
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4.2. Méthodes de datation des répétitions

4.2.1. Les méthodes classiques de datation degséeg!

Plusieurs méthodes de datation d’apparition deétitéms ont été proposées. Elles ne
permettent pas toutes d’estimer le méme temps wdergdince. La méthode la plus
répandue est basée sur la datation des rétro-ée€raenTR. Elle consiste a dater la
divergence entre deux LTR. En effet, lors de lagpmsition, les deux LTR sont rendus
identiques par le processus de transposition. Apggenement de transposition, les
deux LTR subissent des mutations de maniere indigpee. La divergence entre les
deux LTR permet d’estimer le temps écoulé depudséehement de transposition.
Cependant, de nombreuses copies de rétro-élémentsf@tement délétées et ne
peuvent donc pas étre datées. On détecte généralem@lus grand nombre de rétro-
éléments tronqués (un ou pas de LTR associé aglanrénterne) ou des solo-LTR
résultants de la recombinaison entre deux LTR @lément. Cette méthode se limite,
de plus, qu'a une seule classe d’ET. Son utilisati@tant pas représentative de toutes
les familles d’ET, nous nous sommes intéresséautrd’s méthodes de datation.

Une autre approche repose sur la reconstructionogéyétique d'une famille de
répétitions. Cette approche consiste a inférerrbreade séquences pour un ensemble
de copies de répétitions. Cet arbre phylogénétmprenet ainsi de retracer I'histoire

évolutive d’'une famille de répétitions.
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A . B
Ancétre
commun AC
nceuds i Duplication
S *\‘
Branches
. \ terminales 3 \
cerise i
(1 nceud+2 feuilles) . | ~
Derniére activité __
de la copie C3
C - c2
C c3
. M Cl Cl
feuilles

Figure 36. Quelques termes phylogénétiques.

A. Cette figure réunit le vocabulaire phylogénééiquilisé dans ce chapitre. B. Interprétation lgajoe

de l'arbre. Les nceuds correspondent aux événententduplication et les longueurs des branches
terminales au temps écoulé depuis la derniereitécties copies. On entend par « derniere actiyité »
dernier processus évolutif. Par exemple pour un ETderniére activité peut correspondre a la
transposition de I'élément ou la duplication d’'vagment contenant cet élément.

Par exemple, si une copie est dupliquée (C1 dorit)e €@ que la nouvelle copie est
ensuite elle-méme dupliquée (C2 donne C3), on wibtiee famille de 3 copies (C1, C2
et C3) (Figure 36). Ceci implique un arbre avecxdageuds internes et 3 feuilles.
Chaque nceud de I'arbre correspond a une actividugication. La distance entre le
premier nceud (ou noeud ancétre soit AC) et le deexipceud permet d’estimer le
temps écoulé entre les deux évenements de dupficaia distance entre I'une des deux
copies du dernier événement et de I'ancétre com(@) ne reflete pas I'age des
copies C2 et C3, mais I'age de la famille. La loswgude la branche terminale d’'une
copie, ou distance entre la copie et le nceud k& ache, permet d’estimer I'age de sa
derniere activité (Figure 36).

Les feuilles ou nceuds externes représentent lésscdans leur état actuel, alors que les
nceuds internes leurs ancétres hypothétiques. Amsilistance entre une séquence
consensus qui représente empiriquement un étastamicelonc un nceud interne, et une
copie, est un estimateur de I'age de la copie.eCdittance ne reflete pas I'age de la

copie depuis sa duplication, mais la distance delfapparition de la famille.
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4.2.2. La longueur des branches terminales dessarbr

Nous avons construit les arbres phylogénétiqguesédeences pour chaque famille de
répétition, puis extrait la longueur de chaque thanterminale. La longueur de la
branche terminale correspond a une distance éveluille traduit 'dge de la derniere
duplication de la copie. Cette distance correspmndombre de substitutions subies au
cours de I'évolution, rapporté au nombre de sites. événements d'insertion et de
délétion sont habituellement exclus du calcul desadces évolutives. Prendre en
compte ces deux parametres revient a complexdienddéle évolutif, ce qui rend les
calculs trop lourds.

La fiabilité des arbres dépend de la qualité degpements et donc des séquences. Par
conségquent, avant d’utiliser une méthode de renmigin phylogénétique, une étape de
pré-traitement a donc été nécessaire. Pour chaquile de répétitions, seules les copies
de plus de 100 pb ont été sélectionnées. Les atignes multiples ont ensuite été
générés a partir d'alignements 2 a 2 de chaques @pic sa séquence de référence. La
méthode d’alignement est dérivée de [lalgorithme déeedleman-Wunsch
(Needleman et Wunsch 1970). Le programme REFAligplémenté au laboratoire
réalise des alignements globaux, tout en ne pémilipas les longs gaps. Les
alignements 2 a 2 sont ensuite convertit en umaiigent multiple (sans la ségquence de
référence) par simple juxtaposition. L'annotatices (ET a été réalisée avec plusieurs
séquences de référence par famille (une séquencegiaode d’annotation). Nous avons
donc créé un alignement multiple par famille et g&quence de référence. Les différents
alignements multiples (ou profils) pour une famgtent ensuite alignés les uns aux autres
a l'aide du programme ClustalW (Thompseiral. 1994).

Trois grandes méthodes de reconstruction dardrglogenétiques sur des données de
séquences nucléotidiques ou proteiques existgres(iméethodes de parcimonie, (i) les
méthodes de distances, (iii) et les méthodes denmuzx de vraisemblance. Nous avons
choisi, dans notre cas, d'utiliser la méthode deximam de vraisemblance. Cette
méthode a I'avantage d’étre tres fiable malgréteiegps de calcul plus importants.

Pour la reconstruction des arbres, nous avons ictiaisliser le programme PhyML
(Guindon et Gascuel 2003). Des études comparatitibsant plusieurs simulations,
entre PhyML et d’autres programmes de reconstmictiarbres, ont souligné ses

performances en ce qui concerne la topologie derézet sa rapidité d’exécution.
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J'ai ainsi calculé la distance évolutive entre depies a partir de I'arbre obtenu avec
PhyML. Le modéle de substitution nucléotidique isdéil est le HKY85
(Hasegaweet al. 1985). Ce modele, a 'opposé du modele de Kimuzgparametres, a
'avantage de tenir compte des différences de &Bges de mutation pour les 4 bases.
La valeur du rapport « transition/transversion ilisdée est de 4. Plusieurs algorithmes
permettent d’inférer une phylogénie par maximumvdasemblances. PhyML utilise
une heuristique gloutonne qui permet d’inférer dapient une phylogénie « proche »
de la phylogénie optimale. L'algorithme d’agglont@a considere une phylogénie
initiale irrésolue. Différentes topologies de I'eebinitial sont possibles. J'ai utilisé
'approche par défaut de PhyML qui utilise un arlrenstruit sur les distances
phylogénétiques avec la méthode BIONJ (Gascuel)1997

Nous avons converti les valeurs de divergence abteren millions d’années. Pour cela,
nous avons divisé la valeur de la divergence (nmutatpar branche et par site) par le
taux de substitution. Cette valeur a été estiméer pes régions intergéniques de
A. thalianaa 1.05x1@ substitutions par site et par an (DeRose-WilsdBatt 2007).
L’approche présentée, comme la grande part desoaesdhde reconstruction d’histoire
de duplication, ne refléete pas forcement I'hista@xmlutive « vraie » des répétitions. En
effet, cette méthode ne peut pas s’'appliquer dacag des RT. Elle ne tient pas compte
de I'organisation des copies de répétitions. Eleonsidéere pas non plus les événements
de duplication multiple, c’est-a-dire lorsqu’un&sénce est a 'origine d’'un ensemble de
copies et cela en un seul événement. Cette approgiimnc pas pu étre utilisée pour la
reconstruction d’arbre de duplications en tandem.
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4.2.3. DTscore, pour les arbres de duplicatioraedé¢m

Le probléeme posé par les duplications en tanderté @néoduit par Fitch en 1977
(Fitch 1977). En effet, de nombreuses études smdi@ le modéle de recombinaison
inégale comme le mécanisme de formation des duiplitsaen tandem. Ce mécanisme
apparait comme prédominant pour ce type de répaitfFitch 1977; 2002; Elemento
et al. 2002). Les copies se propagent de maniere contagu@nes par rapport aux
autres. Un événement de duplication peut en uné&eulement, de plus, conduire a la
formation de plusieurs autres copies. Pour retrddestoire évolutive de ces
répétitions, il faut donc tenir compte de l'ordresdrépétitions et également des
évenements de duplications « multiples ».

Nous avons choisi une méthode d’inférence baséarmuméthode de distance qui suit
un schéma agglomeératif glouton. Nous avons utibggrogramme DTscore (Elemento
et Gascuel 2002). Comme son nom lindique, l'algponie de ce programme est basé
sur une méthode de score. Le critere de score stergicomptabiliser le nombre de
fois ou une paire de feuilles est considérée comaneepaire externe. Le programme
DTscore requiert en plus d’'une matrice de distanoefichier fournissant I'ordre des
copies sur la séquence génomique.

Afin d’obtenir de bonnes reconstructions d’arbresules les copies de RT bien
annotées ont été sélectionnées. A l'aide du progeam Detectandem.py » que jai
implémenté, nous avons pu identifier les blocs gagaes strictement composés de
RT. Pour chacun de ces blocs, j'ai extrait les saqges et sélectionné celles ayant une
taille supérieure a 100 pb. Avant chaque alignenmeultiple, elles ont ensuite été
ordonnées. Les alignements multiples ont été éslisi encore avec le programme
REFAlign (voir plus haut). Les matrices de distarcg été construites a l'aide du
programme fdnadist du package EMBOSS (Réteal. 2000). Le modele évolutif
utilisé correspond au modéle de Kimura a 2 parase€hacune des matrices a ensuite
été associée a la liste ordonnée des coppiele programme DTscore. La visualisation
des arbres a été réalisée a I'aide du programmeadWi (Elemento et Gascuel 2002;
2002). Le programme DTscore ne renvoyant pas leguleurs des branches, j'ai utilisé
le programme baseml du package de PAML pour caléedelongueurs moyennes des
branches (Yang 1997; 2007). Ces valeurs nous ontipainsi d’estimer 'age moyen

de chaquectusters de RT.
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4.3. Méthodes d’estimation des vitesses évolutives

4.3.1. Taux de petites délétions par maximum disenablances

Les petites délétions, c’est-a-dire de moins de A90provoquent en partie, par leur
accumulation, I'élimination des séquences génonsiguersqu’elles ont lieu dans des
régions codantes, elles peuvent étre a l'originel'@eolution des génomesia la
modification ou la suppression de I'expression dj@ne. Apres insertion, les tailles des
nouvelles copies de répétitions vont tendre a dierimia de petites délétions internes.
Il faut noter (méme si c’est trivial) que les dé@és qui ont lieu aux extrémités des
séquences ne seront pas décelables. Pour notre, @éiogls avons fait le choix de ne
travailler qu'avec les duplications simples d’ETou¢ avons donc sélectionné les
« cerises » (un nceud lié a deux feuilles; Figure B@& cette maniére, nous avons pu
estimer les taux de délétion avec un jeu de donnéantenant que des événements
simple de délétion. Aprés duplication, les deuxiesmsubissent des évenements de
délétion indépendants. Pour estimer le taux detidélénous nous sommes basés sur
une méthode proposée par Peteval. (Petrovet al. 1996), puis reprise par Blumenstiel
et al. (Blumenstielet al. 2002). Petroet al. ont proposé cette méthode pour analyser la
vitesse d’élimination des copies d’ET chez la Dpisle. IIs ont montré que la relation
existante entre le nombre de délétions et le normdbrsubstitutions est monotone et
positive. Ce qui leur a permis de proposer unamasibn du taux de délétions en
fonction du taux de substitutions: soit le tauxdééetion par substitution. Considérant
les délétions comme des évenements rares, on meldliser le nombre de délétion par
une loi de Poisson.

Soit pour une séquence i comportardélétions:
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Ou ; correspond a I'espérance du nombre moyen de aiééepour la séquence i. La

variabley; s’exprime de la fagon suivante:

Hp=Aogty
/ T v\Nombrede

Taux de . substitutions
délétion Taille de la

séquence

L'estimateur du maximum de vraisemblancé.a@sst alors:

>

=_I—
Zaiti

A

Nous avons calculé lintervalle de confiance dstlteateur par la zone de non-rejet du
test du rapport de vraisemblance entre la valetimés et les valeurs alentours.

L'intervalle de confiance de la moyenne des tailtess délétions est estimé par

« bootstrap».
A partir de I'estimation du taux et de la taillesd@élétions, nous pouvons calculer le

temps de demi-vie des copida le modéle de décroissance exponentielle suivant:

L=Ly.eC{
~ / Temps

Taille de la

copie o
Taille initiale

de la copie

avecr = 7.8

N

T‘—i‘u,x.de Taille moyenne
délétion des délétions
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4.3.2. Pression de sélection due aux genes

Pour chaque copie de répétitions, le programmdSekerctionPresGene.py » interroge
une base de données d’annotations (du laborat@m)r connaitre la localisation,
I'orientation et la taille des génes avoisinantsurPchaque copie, le programme
recherche les génes contigus. Puis, il élimine das ou les annotations sont
chevauchantes. Ensuite, il calcule et trie pareomioissant les distances entre la copie
et les genes. La premiére distance correspondalogéne le plus proche.

4.3.3. Taux de recombinaison homologue non-alléliqu

Pour estimer le taux de recombinaison ectopique&lparaine chromatinien, nous avons
utilisé comme marqueur de recombinaison les rdémeénts a LTR. Cette approche
consiste a comptabiliser le produit de la recomboraentre deux LTR: les solo-LTR.
On suppose ici que le taux de recombinaison eaiep&st directement corrélé a la
densité en solo-LTR. Afin d’avoir une idée du talexrecombinaison dans les domaines
euchromatiques et hétérochromatiques, j'ai donienéste taux de solo-LTR dans les
différents domaines chromatinien.

Le programme «estimRateTypesLTR.py » lance le naraghne « TRSearch.py »,
implémenté au laboratoire, sur les séquences éecrifes des retro-éléments a LTR,
c’est-a-dire les éléments dits « de pleine longwelte programme TRSearch.py aligne
les copies d’éléments en favorisant I'alignemens dégions terminales. De cette
maniére, ce programme permet de repositionner [ER Isur les séquences de
références. Ensuite le programme estimRateTypeglyTientifie la présence de LTR
sur chaque copie, grace a son alignement avegjleesée de référence obtenue lors de
'annotation. J'ai pu ainsi classer les copies encfion de leurs structures. Quatre
classes de copies peuvent étre mises en évideljceoffies composées de deux LTR
contigus et séparées par une Reégion Interne (R))¢cdpies avec un LTR connecté a
une RI; (3) copies uniguement composées par laARlcopies correspondant a des
solo-LTR.
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Figure 37.Recouvrement en séquences des chromosomesdé¢haliana.

Pour chaque chromosome, la distribution cumuléeséquences (genes, ET, DS et satellites) est
représentée (fenétres de 150 kb chevauchanteklle Be chromosome est schématisé en abscisse. Les
limites génétiques et les limites que nous avotiméss sont respectivement indiquées par les taits

et rouges. Le trait jaune indique la position dutaemeére. Les valeurs utilisées tiennent compte du
recouvrement entre les séquences: les DS génigeesugrement en géne > 95 %) sont comptabilisées
comme genes et non comme duplications. Les régioé®rochromatiques péricentromériques
apparaissent enrichies en ET et en satellites ajoesles régions euchromatiques sont principalement
composées de genes.
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4.4. Les répétitions chek thaliana

4.4.1. Leur distribution chromosomique

ChezA. thaliang 18.50 % du génome se compose d’ET (23.2 Mb/1RthY} 18.90 %
de DS (23.7 Mb/125.4 Mb) et au moins 0.68 % dellgate (0.85 Mb/125.4 Mb). Les
répétitions sont majoritairement localisées dassrdgions hétérochromatiques (Figure
37; Tableau 6). En effet, alors que I'euchromatapparait riche en genes avec une
moyenne de 40.88 % de recouvrement, les répétijisaprésentent en moyenne moins
de 20 %. A l'opposé dans I'hétérochromatine péticenérique, ce sont les ET qui
représentent les entités majoritaires, avec unukgement moyen de 70.67 %. Tandis
que les satellites représentent 5.74 % en moyehaigdau 6). Au niveau dknob du
chromosome 4, on observe également une forte demsiET (64.88 %). Les satellites
sont pres de 4 fois plus représentés que dangidgwtromatine péricentromérique
(19.98 %; Tableau 6). Nous n’observons pas de bigi®rtant de localisation pour les
DS.

domeines chromatiniens Eu Hp knob
le type de séguence génes DS TE  satellites| génes DS TE  satellites| génes DS TE  satellites
chromosome 1 41,05 2,40 12,67 0,02 2,28 1,90 67,28 9,93
chromosome 2 39,84 344 15,81 0,01 5,68 6,07 67,84 1,73
chromosome 3 41,80 341 14,07 0,01 3,10 3,56 72,38 0,50
chromosome 4 40,83 4,80 14,38 0,27 2,33 5,36 74,86 7,50
chromosome 5 40.71 572 13,63 0,02 2,37 524 71,00 9,05
Tous les chromosomes 40,88 = 3,95 14,11 = 0,07 3,90 4,43 70,67 5,74

Tableau 6. Recouvrement des chromosomes en séquexnce

Les valeurs indiquées correspondent au pourcetagecouvrement moyen par chromosome et pour les
différents domaines chromatiniens. Ces valeursemmént pas compte du recouvrement entre séquences.
Par exemple, les valeurs de pourcentage de reqoamteen DS ne tiennent pas compte de la composition
de cette séquence en ET, satellites ou génes. Barsas, une copie de duplication génique sera
comptabilisée deux fois. Afin d'éviter ces doublories duplications géniques ainsi que celles
correspondant a des satellites ont été retireegwudes DS. Le&knob du chromosome 5 n'étant pas
distinguable de la région péricentromérique, sebhk#Sa été pris en compte comreoh

Alors que certaines régions en sont complétemempiow®ues, d’autres régions
euchromatiques et hétérochromatiques présentefurids densités en DS (Figure 37).
Le profil de leur distribution suggére un effet dduplication shadowing: un site
dense en DS sera plus sensible aux événementsptieations (Chenget al. 2005;
Newmanet al. 2005). En effet, les grandes régions dupliquéetageant une forte
identité de séquence entre elles (>97 %), représerde bons substrats pour la

recombinaison homologue ectopique (Stankiewiczaugski 2002).
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4.4.2. Caractéristiqgues des ET

Il a été détecté chea. thaliana 31246 copies d'ET réparties en 318 familles. Ces
familles se composent de 1 a 1439 copie(s). Laildiston par superfamille apparait
conservée pour les 5 chromosomes: les régions @ueliques sont plus denses en
Hélitrons, en LINE et en MuDR-like les régions hétérochromatiques
péricentromériques sont plus riches en éléem@&ypsy-likeet en transposons de la
superfamilleEn-Spm La superfamilleGypsy-likeest environs 5 fois plus représentée
dans I'hétérochromatine péricentromérique que dlanshromatine (Figure 38). Cette
observation rejoint les observations de Pereiral. (Pereira 2004). En effet, leur étude
a permis de suggérer une insertion préférentiede dopies des éléments de la
superfamilleGypsy-likedans I'hétérochromatine chéz thaliana Cette superfamille a
de plus, la particularité d’étre tres récente dagénome. Excepté pour cette famille,
les proportions en ET peuvent étre soit la conssérpi€’un biais d’'insertion, soit celle
d’'un biais d’élimination. Au vue du statut partieul de la superfamill&Sypsy-like
certaines analyses seront réalisées sans les dapgette superfamille.

La distribution par superfamille pour lknob du chromosome 4 révele un profil
intermédiaire, entre celui de Il'euchromatine et ucelde [I'hétérochromatine
péricentromérique. Les superfamilles sur-représsntéans I'euchromatine et
I'nétérochromatine sont également sur-représentizs le hk4S (Helitron, LINE,
Gypsy-like et MuDR-likg=igure 38).

Chromosome 1 - Chromosome 2 Chromosome 3 Chromosome 4 Chromosome 5

A
DNA
DNA/En—Spm
DMA/Harbinges
DNAHAT
DMA/Mariner
DNAMUDR
DMA/Poga
DMNATC
LINE
SINE
LTR/Capia
LTRIGy pay
RC/Helitran

Eu Hp Eu Hp hk4S Eu Hp

Helitron

% A greater number of copies in the euchromatin
% A greater number of copies in the pericentromeric region

Figure 38.Proportion des ET par superfamilles.

Pour chaque chromosome, la proportion en ET eséseptée par domaine chromatinien. « Eu » indique
I'euchromatine; « Hp » correspond a I'hétérochroneatpéricentromérique et hk4S», le knob du
chromosome 4. Pour les 5 chromosomes, les régimiw@matiques présentent une forte proportion en
élémentsHelitrons et MuDR-like alors que pour les régions péricentromériquessae les éléments
Gypsy-likequi apparaissent comme les éléments les plus sequés. Le profil de distribution pour le
knobdu chromosome 4 est a I'intermédiaire entre abduieuchromatine et celui de I'hétérochromatine.
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La taille des copies varie de 9 pb a 31 kb avecnamgenne de 795 pb et une médiane a
306 pb. Les ¥ des copies annotées corresponderst @@piétitions de taille inférieure a
772 pb, ce qui indique des copies fortement de&détbes superfamilles aux copies
canoniques les plus grandes (>10kb) présentent vdemtions de tailles plus

importantes (Figure 39).
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Figure 39.Distribution de la taille des copies.

Pour chaque superfamille, et pour chaque domaimentdtinien, une boite & moustache indique les
valeurs statistiques de la distribution des taitles copies. Une boite a moustaches fournit 5 rsleu
statistiques: le bord inférieur de la boite coroegpau I quartile (Q25), le trait central a la médiane
(Q50) et le bord supérieur ati"™quartile (Q75). Les moustaches inférieures etisepes délimitent les
valeurs adjacentes qui sont déterminées a partitédart interquartile (Q75-Q25). Des valeurs dites
«OQutliers» ou valeurs extrémes sont représentées par dets pie par et d'autre de la boite a
moustaches. Les croix rouges indiquent les moyenmsssuperfamilles les plus représenté<sA/En-
Spm, MuDr-like, Gypsy-liBeont les copies les plus grandes. Les copies sesugerfamilles, localisées
dans leknob, sont en moyenne plus grandes que celles des régé@itentromériques. Les copies des
régions péricentromériques sont en moyenne pluslgsaque les copies euchromatiques.
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Les copies des régions hétérochromatiques appamaiesa moyenne significativement
plus grandes que celles de 'euchromatine (Pouesoles familles, taille moyenne de
627 pb dans I'euchromatine contre 1283 pb dansdfbéhromatine péricentromeérique;
Test de Student; t=-31.52, ddI=31873, P-value<22%1 Les superfamille®NA/En-
Spm, MuDr-like LINE et rétroéléments a LTR ont les copies lasgrandes. Sans les
copies de ces superfamilles, la taille des coppmmit effectivement plus petite. La
taille moyenne des copies de I'euchromatine pass®&a¥ pb a 513 pb et celle de
I’'hétérochromatine péricentromérique passe de pb88 620 pb. La différence de taille
entre les copies de l'euchromatine et de I'hétémmulatine péricentromérique,
largement réduite, reste tout de méme notable (d@esBtudent sans la superfamille
Gypsy-like: t=-16.41, ddI=27173, P-value<2.2x1® Sans la superfamill®uDr-like:
t=-31.58, ddl=25939, P-value<2.2x1® Sans les copies de toutes les superfamilles
citées dans cette partie: t=-6.1958, ddI=17552alRex5.93x13°).

Dans leknoh seules certaines familles sont représentéedalless des copies dek4S

ne sont pas en moyenne significativement plus gsde celles de I'hétérochromatine
péricentromérique (Test de Student: t=1.7716, da27 P-value=0.0765). Pour la
superfamille Gypsy-like la taille moyenne des copies passe de 1884 pls dan
I'nétérochromatine péricentromérique a 2474 pb dénsknoh Pour la famille
DNA/MuDr-like leur taille passe de 1220 pb a 3246 pb. Sansctgses des
superfamilles citées plus haut, la taille moyenee ecbpies dknobest divisée par trois.
Les copies de ces superfamilles semblent doncebidisbservation. Ces copies se
seraient insérées tres recemment, aprés la formadiknoh Ceci permet d’expliquer la
présence et la taille des copies de ces superéatiins ce domaine. Il reste pourtant a
expliquer les différences de taille observées pbensemble des copies dans
I'euchromatine et I'hétérochromatine. On peut ps®csoit une dynamique d’insertion
plus importante dans I'hétérochromatine péricené&ogue, soit une dynamique

d’élimination plus importante dans I'euchromatine.
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4.4.3. Caractéristiqgues des DS

A lissu du pipeline, jai obtenu un jeu de donnémamposé de 1930 séquences
dupliguées réparties en 804 groupes. Les chromas8nat 5 apparaissent enrichis en

DS en comparaison avec les autres chromosomeseg@iab).

domaines chromatiniens taille des
. . total densité chromosomes
chromosome euchromatine  heterochromatine knob (Mb)
1 214 17 0 231 11,73 19,7
2 246 88 0 334 10,99 30,
3 298 56 0 354 15,13 23,
4 170 23 6 193 10,38 18,6
5 316 44 0 360 13,33 27

Tableau 7. Répartition et densité chromosomique dd3S par domaine.

Le tableau indique, pour chaque chromosome, le n@mé copies par domaine chromatinien, la densité
chromosomique (en copie/Mb) et la taille du chroomes (en Mb).

Nb de groupes
200 300 400 500 600 700

100

0 5 10 15 20
Nb de copie(s) par groupe

Figure 40. Nombre de copies par groupe de séquenaigliquées.

Les valeurs indiquées au-dessus de chague bamespondent aux nhombres de groupes. Quinze groupes
ne contiennent qu'une seule séquence. Les duplimitorrespondent dans la majorité des cas a des
évenements uniques (604/804 groupes a 2 copies).

Le nombre de copies de duplication varie de 2 &idure 40). Quinze groupes avec
une seule séquence ont été identifies (Figure @6% groupes correspondent a des
régions riches en duplications, contigués voirgasmem. Ces régions sont détectées
comme une seule et méme séquence. En effet, lamptéxou 'emboitement des copies
induit durant I'étape de détection des DS, la caimredes différentes copies et leur

regroupement en une seule séquence. Les duplisalé&tectées correspondent dans la
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majorité des cas a des événements uniques (dumtisa 2 copies). Les DS, en accord
avec leur définition, sont majoritairement en faislombre de copies (entre 2 et 5

copies; Figure 40).

Plus des % des copies de duplication partagentdem¢ité de séquence supérieure a 90
% (Figure 41). Le profil de distribution est le m&mpour les DS en faible nombre de
copies (de 2 a 5 copies). Les DS détectées Ah#zalianasont donc soit tres récentes,

soit bien conservées.

Nb. de séquences
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Q
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— Toutes des DS

—— DS a 2 copies
— DS avec de 3 a 5 copies
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\
_— \
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Figure 41 Pourcentage d'identité des duplications détectées.

Le pourcentage d'identité des DS varie entre 8Q0& %. Chaque courbe correspond aux différentes
classes de duplications déterminées d'apres le reod copies par groupe. Le profil de distributesh
le méme pour toutes les types de DS. La médiasguseaux alentours de 95 % d’identité.

La taille des séquences varie de 340 pb a 187.B&kbopie de 187.3 kb est un artéfact
de I'étape de connexion. En la retirant du jeu danges, la taille maximale atteint
presque 10 kb. Plus de 75 % des DS ont une taiéieure a 1.8 kb (Figure 42). Les
duplications au plus grand nombre de copies s'avépus grandes que celles des
événements uniques (Test de Student: t=-2.15, #i8l3; P-value=3.21x10 Figure
42).
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Figure 42.Taille des duplications détectées selon le nombre dopies.

Pour chaque classe, une boite a moustache regédsedistribution de taille des copies. Les valeurs
statistiques sont: le minimum, & fuartile, la médiane, 1% quartile et le maximum. Les duplications
aux plus grand nombre de copies (plus de 5 comieslune taille médiane plus grande que pour les
duplications en faible nombre de copies (de 2 affes). La plus grande duplication de 187.3 kbéa ét
retirée pour une meilleure visualisation graphique.

Pour les groupes a 2 copies, 45.70 % des duplisati®76 copies) sont
intrachromosomiques contre 54.30 % (328 copiesréhtomosomiques. La taille
moyenne des duplications intrachromosomiques gsifisiativement plus grande que
celle des duplications interchromosomiques (TestStelent: t=3.56, ddI=1206, P-
value=3.85x10). Dans les % des cas, les duplications intrachsomigues sont
distantes de plus de 100 kb (avec une moyenne2@eMb).

Le génome dA. thalianaaurait subi, au cours de son évolution, plusieluslications
massives (AGI 2000; Henrgt al. 2006). L'observation d’'une forte proportion en
duplications géniques en comparaison avec celletr@a génomes eucaryotes comme
D. melanogasterest sans doute la conséquence de ces évenemen$fet, plus de
75 % des duplications se composent partiellementotalement de régions géniques
chez A. thaliana Chez D. melanogaster cette proportion n’atteint que 38 %
(Fiston-Lavieret al. 2007). L’histoire évolutive de ce génome peut ia@liquer la

plus grande densité en DS dans les régions euchiques (Tableau 7).
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o . N . A . L . . Tests de Suokrt (séoLerces détectées \s
Conpostior  moyenne (3d Quartile)) TotesdesDS | DSa2ogies [Sawecde3a5ogies Db apusde5aoes . es)
Foencescétedées | 36.79(78.61) 421 (84 30.36(6801 24.36(36.
Ceres (BaD ®7 ¢ ) (56 t=-13.6971, dd = 1998 Prdue<22e16

Fopencesoontrdes | 27.10(50.63)
Foenesdétedées | 1571(18 238 020(% 19755

ET (a7 G® Gl &® t=10.0657, dd = 194928, Pdlue <2216
Foencesoontrdes | 2422 (4240
Fouencesdétedées | 1058(13. 915 (1L 12.09(15. 1814(5.

satellites (349 - 52 BB 1=4.844, dd=194928, Pdlue=1274e:06

Foencesootdes | 1158(15.3)

Tableau 8. La composition des DS détectées.

La fraction recouverte en génes, ET et satellitégacalculée pour les DS et les séquences contiOie
calcul a été réalisé pour I'ensemble des DS, ajusipar groupe de DS (d'aprés le nombre de copies p
groupe). La derniére colonne indique les résulletstests de Student comparant les fractions megenn
de I'ensemble des DS avec celles des séquenceslesntPour chaque calcul, la valeur moyenne est
donnée. Les valeurs entre parenthése correspoadest™ Quartiles.

En moyenne prés de 40 % de la séquence des digrigatniques (duplications a 2
copies) est composée de régions geéniques et eavB0rfo pour les séquences des
duplications ayant entre 3 a 5 copies (TablealD8)nombreuses régions géniques de
ce génome sont impliquées dans des évenements plieation. A I'opposé deD.
melanogasterles DS ne sont donc pas enrichies en ET ou eflites.

4.4.4. Caractéristiques des RT

Parmi les DS, nous avons pu identifier des duptioat en tandem. Ces répétitions
contigués sont détectées comme un seul bloc, &dge comme un groupe avec une
seule séquence. Malheureusement, les répétitiotectdés ne correspondent pas a
'ensemble des RT du génome. Afin d’avoir une vigs globale, nous avons donc
choisi d’utiliser comme jeu de données, les animtatdes satellites obtenues avec les
séquences consensus présentes dans RU (voir grantéation).

Ce jeu de données contient 3348 séquences re@éséhtfamilles de satellites: la
famille AR12 étant la plus représentée avec 2638esoet la famille MI167_AT, la
moins représentée avec 3 copies. Ces séquencesrante principale caractéristique
d’étre préférentiellement localisées dans les regioétérochromatiques. Seules 13.81
% des séquences sont dans I'euchromatine (FigyreC@fte répartition peut expliquer
la plus forte densité observée au niveau des clsomes 4 et 5, qui présentent tous
deux des régions hétérochromatiques surnumérd@eg&nobs Leurs densités en RT
sont respectivement 47.42 et 42 RT/Mb contre 366161 et 4.95 RT/Mb pour les

chromosomes 1, 2 et 3.
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La taille des copies annotées varie de 19 pb &28&vec une médiane a 176 pb. Les ¥
des unités de répétitions sont inférieures a 177 L@s quelques grandes copies
détectées (> 177 pb) correspondent a de gractisters» de RT. La taille des copies
des familles AR12 et ATMSAT1 sont tres conservédes sont respectivement de 96
et 177 pb (Figure 43). La taille des RT est donvégélement plus petite que celle des
DS (taille moyenne de 2187 pb; t-test: t=-18.21B6-5276, P-value<2.2x10) et des
ET (taille moyenne de 795 pb; t-test: t=-19.0448-84592,P-value<2.2x11).

) AR12
effectif
g 4
- Min : 20 pb
Mean : 254 pb

g Max: 28440 pb
=)
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-] |

I T T T I 1 >
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Figure 43. Distribution de la taille des RT.

La distribution des tailles des RT permet d'obsetaeconservation de taille entre les unités d’'oréame
famille. Les tailles des copies des familles ARI2 AAMSAT1 sont trés conservées. Elles sont
respectivement de 96 et 177 pb. On les identifrelgmdeux plus grands pics. La fenétre utiliséer pe
graphique est de 10 pb.

Seules des copies de la famille AR12 et ATCLUSTInts@résentent dans

I'euchromatine. La taille moyenne des copies daraille AR12 passe de 1293 pb dans
I’'hétérochromatine a 3279 pb dans I'euchromatinetteCdifférence significative (Test

de Student: t=-2.18, ddI=290, P-value=0.03) s’oppasx observations faites pour les
ET. On n'observe pas de différence significative tadle entre les copies de

'euchromatine et I'hétérochromatine pour les autRT (Test de Student: t=-0.21,

ddI=150, P-value=0.835).

111



Le turnover des répétitions

112



Le turnover des répétitions
4.5. Dynamique comparee des repétitions

4.5.1. Insertion des ET par vague

L’extraction des longueurs des branches termirddssarbres de transposition a permis
d’estimer la divergence des copies depuis leuriélermctivité de transposition. Pour 14
copies seulement, j'obtiens des valeurs de divemyenpérieures a 0.60 mutations par
branche et par site, di au morcellement de cegsa@pidonc a un mauvais alignement.
Pour la suite de notre étude, ces copies ont étée=xdu jeu de données. La divergence
des copies varie de 0 a 0.60 mutations par sppardbranche avec une médiane a 0.07 et
une moyenne de 0.11. On estime donc I'age moyercolgies d’'ET a 10.6 millions
d’années, I'age médian étant de 16 millions d’asnées copies de I'euchromatine
présentent une divergence moyenne significativemans forte que celles de
I'hétérochromatine (Test de Student: t=2.92, ddRHOP-value=3.52x18 Figure 44;
Figure 45).

Euchromatine
— Hétérochromatine péricentromérique
= knob

Proportion (%)
20

00 02 04 06 08

Divergence (mutation par site)

Figure 44. Distribution de la divergence des ET padomaine.

Pour chaque domaine chromatinien, nous avons mmeeda proportion de copies par tranche de
divergence (tous les 0.05 mutations par site). Raudifférents domaines, la majorité des copid¢suop
divergence inférieure a 0.2 mutations par site. fuedils pour I'euchromatine et I'’hétérochromatisent
quelque peu différents: la proportion de copiemtyae divergence de moins de 0.2 mutations par sit
est plus importante pour I'’hétérochromatine. L'irseeest observé pour les copies ayant une diveggenc
comprise entre 0.2 et 0.5 mutations par site.
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Superfamilles
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Figure 45.Divergence des ET par superfamille.

Pour chaque superfamille et pour chaque domainen@tinien, une boite & moustaches représente la
distribution des divergences. Une boite a moustathenit 5 valeurs statistiques: le bord infériderla
boite correspond auf"lquartile (Q25), le trait central a la médiane (RBOle bord supérieur al™s
quartile (Q75). Les moustaches inférieur et supéridélimitent les valeurs adjacentes qui sont
déterminées a partir de I'écart interquartile (@Y¥28). Des valeurs ditesQutliers» ou valeurs extrémes
sont représentées par des points de par et ddetie boite & moustaches. Les croix rouges indigesn
moyennes. Pour la majorité des superfamilles, égges euchromatiques semblent plus divergentes que
les copies de I'hétérochromatine.
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Lorsque l'on analyse la divergence par superfam@tepar domaine (Figure 45),
certaines superfamilles apparaissent tres jeuties tgue les superfamilléSypsy-like
(divergence moyenne de 0.07 mutations par sit&neBpm(divergence moyenne de
0.075 mutations par site). Alors que d’autres dapailes apparaissent plus ancienne
telles que les superfamill®duDR-like (divergence moyenne de 0.20 mutations par site)
ou L1 (divergence moyenne de 0.18 mutations par site). ebaore, le statut
hétérochromatique récent @nob du chromosome 4 est frappant: les copies ayant une
divergence de plus 0.35 mutations par site y sbeem@tes. En se basant sur la copie la
plus vieille, on peut dater I'dge dmoba environs 33 millions d’années.

Si I'on analyse la dynamique des familles d’ET, abyserve quelques différences. La
topologie des arbres de transposition n’est pasé@me pour toutes les familles. Or, la
topologie de ces arbres reflete la dynamique despsition de la famille. Cette
observation met en évidence une dynamique de patipagpropre a chaque famille.
Par exemple, pour les éléments de type LINE, debmenses études ont montré
gu’'apres I'évenement de transposition, la nouvetipie est souvent tronquée en 5.
L’ancienne copie reste active et continue aingaagposer alors que la nouvelle copie
perd alors son activité de transposition. Les arlate transposition de ces éléments

montrent effectivement une topologie en « escaligfigure 46b).
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Une tendance générale peut tout de méme étre miseigdence. En effet, la topologie
des arbres est en faveur d’'une propagation desaEVggue. La topologie des arbres de
transposition montre souvent la propagation d’umgieen un ensemble de copies en

un laps de temps trés court (branches internesargses; Figure 46).
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Figure 46. Exemples d’arbres de transposition.

Les graphiques présentés a gauche corresponderdigttibutions des divergences de la famille. Les
arbres de transposition des familles sont représeitdroite. La topologie des arbres reflete st
évolutive des copies de la famillg) Famille TNAT1A, transposon a ADN. La divergenceyeimne de
ces copies est de 0.1 mutations par site. Entredéesx vagues de transposition, on observe des
évenements de transposition « simpléoy.Famille ATLINE1A, rétroélément de la superfamiliies
LINE. On oberserve clairement sur le graphique,atgses trés jeunes (moins de 0.05 mutations g&r si
et des copies moins jeunes (0.2 mutations par. gig)es transposition, la nouvelle copie LINE est
souvent tronquée en 5, ce qui la rend inactive.prefil en «escalier » de I'arbre reflete bien la

dynamique de ces éléments.
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4.5.2. Dynamique d’'insertion des DS

Dans le but de compléter le modele de dynamiquesdgsiences dans les régions
hétérochromatiques, nous avons également étudiiamique d’insertion des DS.
Pour cela, jai utilisé une approche similaire @dlecdes ET pour créer des arbres de
duplications. Pour cette étude, je n'ai pris en pEngue les séguences appartenant aux
groupes ayant entre 2 et 5 copies. Pour la suitsetle étude, seules les « vraies » DS
ont été prises en compte. Ainsi les duplicationsiqyées (DS avec plus de 95 % de
recouvrement en genes), soit 336 DS, n'ont passékéctionnées. Les 15 RT (les
séquences des groupes a une séquence) ont égaimeétiminées. La divergence des
1579 copies sélectionnées oscille entre 0 et 01 @@tions par site, avec une divergence
médiane & 0.035 et urf™ quartile & 0.056 mutations par site. Les % desoBtSdonc
emergé, il y a moins de 6 millions d’années. Loesdwn regarde par domaine
chromatinien, les copies de I'hétérochromatine spluis anciennes que celle de
'euchromatine (Figure 47). La divergence des coparalisées au niveau danob

(6 copies) montre que certains évenements de diipls sont postérieurs a la
formation duknob (divergence maximum de 0.036 mutations par sitié,3s5 millions
d’années). A l'opposé, les duplications géniquest splus divergentes dans

I'euchromatine (Figure 47).

100
|

gene_duplication sD

divergence 4 A

euchromatin
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Divergence (mutation per site)

Figure 47. Distribution de la divergence des DS patomaine.

Pour chaque domaine chromatinien, la proportiorcalgies par tranche de divergence (tous les 0.05
mutations par site) est représentée. La majorisécdpies a une divergence inférieure a 0.1 mutaian
site. Les copies hétérochromatiques sont plus giérges que celles de I'euchromatine. Pour les
duplications géniques (pourcentage de recouvremedt %), on observe le profil inverse. Les DS du
knobont une divergence trés faible, inférieur a 0.6R8fations par site.
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Group 20 (Satellites)
- 18 copies
+17 euchromatique et 1 hétérochromatique

«Entre 590 pb et 2.1 kb (moyenne= 1.1 kb)

-0.035 mutations en moyenne par site

Group 226

-7 copies l
+6 euchromatique et 1 heterochromatique

-Entre 686 pb et 4.4 kb (moyenne = 1.5 kb) L_

-0.060 mutations en moyenne par site —

Group 263
- 8 copies euchromatiques
«Entre 482 pb et 6.3 kb (moyenne = 1.8 kb)

-0.063 mutations en moyenne par site

Figure 48. Exemples d’arbres de RTet de DS.

Le groupe 20 correspond a un groupe de satelll®@s gue les autres groupes (226 et 263) sont des
« vraies » DS. Les copies de ces groupes se comtpiée fois de régions d’ET, de satellites et deag.

Les profils des arbres de duplications refleteahba dynamique de ces répétitions. En effet, é'sbes
modeéles proposés, I'expansion de satellites pentiidee a une augmentation brusque du nombre de
copies. Alors les événements de duplication coedtiigénéralement a l'insertion d'une seule nouvelle
copie.

Les copies des DS apparaissent globalement pluggegue celles des ET. A I'opposé
des ET, on n’observe par de propagation par vagigeire 44; Figure 47). Une copie
conduit généralement a la propagation d’'une seutle @opie. La nouvelle copie peut
étre a son tour dupliquée totalement ou partielldmEn effet, la probabilité pour
gu’une région composite soit dupliguée compléetendenix fois de suite est tres faible.
Le cas du groupe 20 (Figure 48) correspond a uapgrale minisatellites. La topologie
de cette famille de répétitions est proche de ake ET: une copie donne naissance a
un ensemble de copies dans un laps de temps assg@zA I'inverse, les groupes 226
et 263 correspondent a de « vraies » DS: les ségsates copies sont composées a la
fois de séquences répétees et de régions génlquesmposition en séquences des DS
peut avoir une influence sur I'évolution des copMsais nos analyses n'ont pas permis
de montrer de maniéere significative un quelconqupaict de la composition, sur la
divergence des copies (Régression multiple: longwis branches terminales ~
composition en génes + composition en ET + comiposén satellites; F(3,1474)=2.45,
R?=0.005, R ajusté=0.003, P-value=0.06).
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4.5.3. Dynamiques d’expansion des RT

La détection des satellites avec les séquencesfélemces de RU a permis d'identifier
138 «clusters» de RT che?. thaliana Un arbre de duplication a ensuite été inféré
pour chaque bloc de répétitionist le programme DTscore. Le programme BASEML a
ensuite permis d’estimer les longueurs des branehesnsi I'age moyen de chaque

« cluster».
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Figure 49. Distribution de la divergence des RT padomaine.

Pour chaque domaine chromatinien, nous avons muéda proportion de copies par tranche de
divergence (tous les 0.05 mutations par site). Reudifférents domaines, la majorité des copidsuor
divergence inférieure a 0.4 mutations par site. fuedils pour I'euchromatine et I'’hétérochromatisent
guelque peu différents: alors que la majorité dgsies de I'euchromatine présente une divergenae ent
0.05 et 0.2 mutation par site, les divergencescdeges de I'hétérochromatine varient entre 0.06.85
mutation par site.

La divergence moyenne paclustes> de RT oscille entre 0 et 0.27 mutations par site
avec une moyenne a 0.12 mutations par site. Les/ctlisters ont une divergence
moyenne inférieure a 0.19 mutations par site. Lgonté des régions de RT de ce
génome ont émergé, il y a environs 18 millions d&es. Lorsque I'on regarde par
domaine, les divergences des copies de I'hétérowdtine et de I'euchromatine ne
different pas significativement (t=-1 .16, ddI=148yalue=0.248; Figure 49). Plusieurs
profils de dynamique sont observables. Si on pamdme exemple unctustes> de la
famille AR12 le mécanisme de propagation suggére une expapaioduplication en
tandem de fragments de tailles trés variables (Ei§Q). Les fragments étant composés

eux-mémes de RT, ces événements apparaissent cammeluster» de RT. A
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'opposé, I'expansion des copies dalgster» ATENSATIS'est réalisé par insertion de

nouvelles unités. De plus, la topologie de I'arbre«cluster» reflete une dynamique

tres récente (Figure 50). Lelusters de RT localisé dans l&k4Sserait donc issu d’un

évenement trés récent puisque I'on peut estimgelde sa plus vieille copie a 2.8

millions d’années.

ARI2

-Localisation : euchromatin
-Divergence min. = 0.037
-Divergence max. = 0.188

-Divergence moyenne = 0.104

ATENSATI]

- 23 répétitions d’environs 2kb
-Localisation : #k4S
-Divergence min. = 0.009
-Divergence max. = 0.030

-Divergence moyenne = 0.019
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Figure 50. Deux exemples d'arbres de @usters» de RT.

Les deux exemples correspondent & delisters» situés sur le chromosome 4. Le premi&R19 est
localisé dans I'euchromatine alors que le deuxiGAEENSATL est localisé dans kenoh Les arbres de
duplication montrent deux profils de dynamiqueéfiints. Dans le premier cas, I'expansion a étéséeal
par duplication de fragments composés de plusiglirsDans le second cas, I'expansion dtluster» a
été réalisée par duplications d'unités de répétitio

120



Le turnover des répétitions

4.6. Les forces d’élimination des répétitions

Afin d’expliquer les différences de taille et dendynique observées pour les copies de
répétitions dans les difféerents domaines chrones)i jai estimé les forces
d’élimination, en utilisant comme unique jeu de wW@es: les ET. Leur frequence de
transposition et leur impact, souvent délétére snautorise a dire que ces répétitions
sont soumises a une dynamique évolutive plus imptetque les DS ou RT. Choisir
ces répétitions amene a travailler également amecéohelle de temps plus grande. En
effet, la datation des copies de répétitions swgygee insertion plus ancienne des ET.
Les DS et RT identifiées sont relativement récertes grands effectifs en copies d’ET
nous permettront, de plus, de mieux rendre commse frces responsables de

I’évolution des répétitions.

4.6.1. Effet de la sélection

Une copie insérée a proximité ou dans un genegwit un effet délétere. La sélection
naturelle va alors tendre a la faire disparaitia. donc testé I'effet de la sélection sur
les insertions de copies potentiellement délétdrasanalysé la relation entre la densité
en genes et le taux de recombinaison. La régressidtiple n’a été réalisée qu’avec les
données concernant le bras long du chromosome dff&n seule la carte fine des taux
de recombinaison de cette région euchromatique ddtgionible (Drouauet al. 2006).
Les résultats suggérent un impact de la préseregatees sur la densité en ET, et cela
de maniere significative (Figure 51). Plus il y @ génes et moins il y a d'ET. Par
contre, le taux de recombinaison méiotique ne pepag d’expliquer la distribution en
ET. Seul 24 % de la variation de densité en genast-gire expliqué par la
recombinaison (Figure 51). On peut donc penser aeffet indirect du taux de
recombinaison sur la densité en ET (Figure 51).gWret al. ont déja montré des
résultats similaires (Wrigtdt al.2003).
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Figure 51. Relation: densité en ET/densité en gértsix de recombinaison.

Cette étude a été réalisée avec les données cantéenbras long du chromosome 4. Les valeurs de
densité sont données en séquence par Mb. Elleft@ilculées a partir des annotations en ET obtenu
au laboratoire et les annotations en géenes de BAIRes valeurs des taux de recombinaison méiotique
sont issues des données de (Drouaiual. 2006). D'apreés les résultats, la densité en ET gedpliquer

de maniere significative par la densité en géneis mas par le taux de recombinaison. Or le taux de
recombinaison explique en partie la distributiors dgnes. L'effet du taux de recombinaison sur la
distribution en ET semble indirect comme le mokgte analyse.

Afin de mieux caractériser I'effet de la pressiansglection di aux genes, nous avons
testé le lien entre la taille de la copie et |aatise avec le géne le plus proche (Figure
52). A l'aide du programme sqlSelectionPresGeng'@ypbtenu pour chaque copie la

distance avec le gene le plus proche. Les résultatsa régression suggerent, de
maniere significative, un effet de la pression élection due aux genes sur la taille des
copies (Figure 52). Ces résultats indiquent que phe copie est proche d’'un géne plus
elle est petite. Pour expliquer ces observatichgpbthése la plus parcimonieuse est
que la pression de sélection du géne le plus pregliendre a éliminer la copie insérée.
On s’attend donc a ce que I'élimination soit plogd dans les régions riches en génes,

c'est-a-dire dans I'’euchromatine.
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Les plus petites copies correspondent aux copgeplies anciennes (Figure 52). Ceci
permet d’expliquer leur présence dans I'euchroreat@ertaines de ces copies ont pu se

fixer dans la population.

Z Buchromatine Kendall’s rank correaltion tau
+ h/,(4,5 L L - g 7=29.29, P-value<2.2e-16, tau=0.26
Hétérochromatine péricentromérique {; +}+ i S
A +£ .
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Figure 52.Graphique des régressions taille/distance et tailldivergence.

Les copies euchromatiques, péricentromériques &hdhbsont respectivement représentées en vert, bleu
et violet.a) Corrélation entre la taille des copies et la distapour chaque copie avec son géne le plus
proche. Plus la distance entre la copie et le g&héaible et plus le copie est petitg.Corrélation entre

la taille des copies et leur divergence. Les copgssplus petites correspondent aux copies les plus
divergentes.
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Deux mécanismes peuvent expliquer la variatioradke tdes copies: les délétions et la
recombinaison ectopique entre copies. Afin d’estilagart de ces mécanismes dans le
processus d’élimination des copies dans les diftérelomaines chromatiniens, jai
estimé la perte dADN due aux délétions et a laomdwnaison ectopique dans

I'’euchromatine et I'hétérochromatine.

4.6.2. Impact de la recombinaison ectopique

La recombinaison ectopique entre les copies d’HIt penduire a de grandes délétions
ou duplications. Elle peut également aboutir adadature de copies ou a la formation
d’éléments chimeres. Afin d’estimer le taux de mbmaison ectopique, nous avons
calculé le taux de solo-LTR pour chaque domainerotinien. Rappelons qu’un solo-
LTR est le résultat de la recombinaison non-aliéigentre deux LTR et que I'on

suppose une corrélation directe entre le taux dembinaison ectopique et la densité

en solo-LTR.
Eudhronetine Héérochraetine péricentromerique
SdolTR | LTRR | R | 2LTR SdolTR | LTRR | RI | 2LTR
Gypsyike (nh) 103 21 3w & 131 497 4 163
Gypsy-ike (%o par doreine) 1302 HR 4324 1049 134 4303 3152 141
Copiadike (rb) a 318 373 142 19 71 12 D
Copialike (% per doreine) 985 A4 4037 1537 819 3060 4828 128

Tableau 9 Taux de rétroéléments a LTR.

Pour chaque classe de rétro-élément a LTR, le noahbrcopies des superfamill@ypsy-likeet Copia-

like est donné. La proportion de chaque classe pouwjuehdomaine a également été calculée. Donc
méme si il y a prés de 5 fois plus de solo-LTRyge Copia-like dans I'euchromatine, leurs proportions
dans I'hétérochromatine et dans I'euchromatineare pas trés différentes. Pour la superfant@igsy-
like, il y a plus de solo-LTR dans I'hététochromatinaisries proportions ne différent pas non plus entre
euchromatine et hétérochromatine.

De maniére générale, on observe une majorité de-é&ments a LTR tronqués en 5’
et/ou 3 («LTR-RI» et « RI»). Pour les copies ldesuperfamilleGypsy-like on
observe deux fois plus de rétroéléments complets tlaétérochromatine (163 copies)
gue dans I'euchromatine (83 copies). Pour la sapele Copia-like on observe le
profil inverse: il y a plus déléements complets dette superfamille dans
'euchromatine. Sachant que les éléments de larfsupdie Gypsy-likeprésentent un
biais d’insertion dans I'hétérochromatine péricemtérique, nous ne pouvons pas tenir

compte des résultats pour cette superfamille.
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Pour la superfamill€opia-like les distributions des classes de rétro-élémenssl6-

LTR », «LTR-RI», «RI» et «2 LTR ») ne diffetepas significativement entre
'euchromatine et I'hétérochromatine (Test g2t (Pearson)y2 = 4.84, ddl = 3, P-
value=0.18). La recombinaison ectopique ne perroat ¢has d’expliquer la variation

de la taille des copies de I'euchromatine et dét€rochromatine.
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Estimations du . - . - -
taux de délétion Euchromatine Hétérochromatine péricentromérique
(en délétion
substitution i . i .
;site ) mIaIeI:lene Taille mIa:elLene Taille
Taux de Zes moyenne Taux de gl/es moyenne
élétion i élétion i
délétio délétions des(;g;a es | délétio délétions des(;g;a es
(pb) (pb)
DNA O'Ogéo[gﬁ%' 19 [15-23] 3063 0.0%50[2379- 19 [15-24] 2714
0.087 [0.072- 0.11[0.055-
SINE 0.094] 6 [5-8] 420 0.185] 3[1-6] 460
- 0.042 [0.039- 0.054 [0.044-
Copia-like 0.045] 17 [12-23] 3451 0.064] 22 [9-40] 3594
Gypsy-like 0'0530[(5)'3?46_ 22 [16-28] 4014 °'°%5_0[‘5’£52' 37 [31-45] 5130
Helitron 0'0?0[86?83_ 14[13-15] 2480 0'070'_0[3;)]62' 20[16-26] 2902
Al °'°705j°“7’£7" 16 [15-18] 3002 0'0602_0[2'2‘;59' 25 [22-29] 3076
[ 1 delétions plus grandes dans I’hétérochromatine
I rius de délétions dans I’euchromatine
1 plus de délétions dans I'euchromatine + délétions plus grandes dans I’hétérochromatine

Tableau 10. Taux de petites délétions par domaine.

Ce tableau récapitule les estimations du taux détidé par subtitution et par site et de la tadles
délétions (en pb). Les valeurs entre crochets spardent aux intervalles de confiance (& 95%). Resur
éléments LINE, ainsi que les élémeHilitrons le taux de délétion estimé est significativenos fort
dans I'euchromatine. Pour les éléments des supilHanGypsy-like et Hélitrons les délétions sont
signicativement plus grandes dans I'hétérochroreatfour les superfamilld3NA, SINEet Copia-like

on n'‘observe pas de différence significative etgeetaux et les tailles des délétions. Le profilégyal de
I'ensemble des copies suggére un plus grand nodbrmélétions dans I'euchromatine et des délétions
plus grandes dans I'hétérochromatine.
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4.6.3. Les petites délétions

Nous avons ensuite estimé la perte d’ADM le mécanisme de délétion dans les
différents domaines chromatiniens. Connaissanétpence de référence, nous avons
pu distinguer les délétions des insertions au mivéas alignements de séquences.
Seules les délétions de moins de 100 pb ont &ééte@inées. En effet, les plus grandes
délétions peuvent étre dues a d’autres mécaniseieqtie la recombinaison. Pour
chaque famille d’ET, une estimation par maximumvdasemblance du taux et de la
taille des délétions a été réalisée. Le tableadessus résume les résultats pour

différents types d’éléments.

Pour les éléments LINE, ainsi que les élémefdktrons le taux de délétion estimé est
significativement plus fort dans I'euchromatine.uPdes éléments des superfamilles
Gypsy-like et Hélitrons, les délétions sont signicativement plus grandessd

I'hétérochromatine. Pour les superfamilles DNA, Blist Copia-like on n'observe pas

de différence significative entre les taux et Elds des délétions. Le profil général de
I'ensemble des copies suggere un plus grand noddaglétions dans I'euchromatine
et des délétions plus grandes dans I'hétérochramdfiableau 10). Pour les éléments
Gypsy-like les délétions apparaissent plus grandes dangdduhromatine que dans

'euchromatine (Tableau 10). Pour lelitrons en plus de la différence significative
de la taille des délétions, le taux de délétionsagificativement plus important dans

I'euchromatine que dans I'hétérochromatine (TablEau

Globalement, nos estimations suggérent un tawébiion significativement plus élevé

dans I'euchromatine et de plus grandes délétions aétérochromatine (Tableau 10).
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Figure 53. Relation taille des copies/délétions.

Chaque graphique met en évidence la relation eletug des trois paramétres (taux de délétion, @éke
délétions et taille des copies). Un symbole de eagula été utilisé pour identifier chacune des
superfamilles. Certaines d’entre elles se retrouxegroupées tel que les superfamillagsy-likeet En-
spmou encore les SINE et les éléments ADN.
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Il est important de noter que la taille des copeat influencer le taux et la taille des
délétions estimées. On observe, en effet, desardatortes entre la taille des copies et
le taux de délétion (Figure 53; Kendall's rank etation tau: z=-10.17,
P-value<2.2x10% et entre la taille des copies et la taille deBtitns (Figure 53;
Kendall's rank correlation tau: z=8.74, P-values@@'°). La force d’association entre
la taille et le taux des délétions est moins sigaifve. Cherchant a mettre en évidence
un effet de causalité entre les délétions et leetdes copies, une analyse de régression
a éte réalisée. Les résultats suggerent que pkrisgie est grande, moins on observe
de délétions et plus ces délétions sont grande,3%§)=81.45, R2=0.30,
P-value<2.2x18).

Une grande délétion a plus de chance d’étre int@gnhdonc détectable) sur une grande
copie que sur une petite. Les délétions qui ont #ax bords des copies ne sont pas
visibles. Elles ne sont donc pas comptabiliséesicDplus une copie est grande et plus
la taille des délétions estimée sera grande. L#géreliices de taille des délétions
n’expliquent pas I'écart de taille des copies danshromatine et I'hétérochromatine.
Par contre, les copies les plus grandegpEy-likeet EN-spm présentent des taux de
délétion plus faibles (en vert clair sur la Figd® que ceux des plus petites copies
(ADN, SINE etPogo; Figure 53 voir symboles en rouge et en bleu lae taux de
délétions est donc plus important pour les petitgses. Or, nous avons vu que pour
une méme famille, les copies euchromatiques souts metites que les copies
hétérochromatiques. Le taux de perte en AD#& les petites délétions est donc plus
important dans I'euchromatine. Ceci explique laataon de taille des copies entre les

deux domaines chromatiniens.
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4.7. Impact des répétitions sur la plasticité duoiogée

4.7.1. Dynamique de formation des DS

Les duplications détectées correspondent majaitant a des événements uniques de
duplications (duplications a 2 copies). Les segmertcomposent a la fois de régions
géniques et de répétitions. Moins de 19 % des segsesont localisées dans
I'hétérochromatine. Malgré des caractéristiquetebhtes de celles de la Drosophile, la
forte densité en ET de ce génome nous motive aéseiggn mécanisme de formation
identique au modele DDSA. Dans le but de confirmed’infirmer ce modele, il nous
faut tester le role des répétitions dans la foromatie ces répétitions.

Dans un premier temps, j'ai comptabilisé le nombeeduplications présentant des
régions d’ET ou de microsatellites a leurs extrémit.a comparaison des résultats avec
ceux d’un jeu de séquences contrdle (voir chaitr@e montrent pas d’enrichissement
significatif en ET (Tableau 11; Test g2 de conformité pour les E}2 = 2.75, ddl = 2,
P-value=0.252). Alors que chez la Drosophile, lesdés copies détectées ont une
identité de séquence entre 95 % et 100 %, éhekaliang cette valeur oscille entre 85
% et 95 %. Les copies de DS semblent plus diveegefiieci peut expliquer I'absence

de traces du mécanisme induit par les ET.

Pourcentage de séquences (Nb de séquences)
Riepiliee S e s e une répétition a une répétition a
Aucune répetition . .. R
une des extrémités [ chaque extrémités

- DS 75.85 % (1464) 18.45 % (356) 5.70 % (110)
séquences contrbles 76.66 % (147944) | 17.16 % (33119) 6.18 % (11937)

. _ DS 74.46 % (1437) 23.42 % (452) 2.12 % (41)

Microsatellites ***

séquences contréles 78.45 % (151401) | 20.01 % (38622) 1.54 % (2977)

Tableau 11. Présence de répétitions aux extrémitdes DS che?. thaliana.

Pour chaque DS et séquences contrdles, le nomiépdétions (ET et microsatellites) aux extrémaés
été comptabilisé. On distingue trois cas: la cogigrésente aucune répétition, une répétitiornestitée
a une des extrémités de la copie, la copie estthopar deux répétitions. Les valeurs entre parsathe
correspondent aux effectifs.
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Par contre, les DS sont significativement enricleiesnicrosatellites (Tableau 11; Test
duy2 de conformité pour les microsatellitg®@= 19.35, ddl = 2, P-value=6.26x10 La
détection de duplications de moins de 1 kb permetnmbntrer I'existence d'un
meécanisme différent de ceux passant par la formation hérétoduplex stable tels que
les modéles DSBR ou BIR. En effet, ces deux modabhsisent la synthése de grands
fragments génomiques. Ces observations nous pemheate proposer un modeéle de
formation des DS, basé sur le DDSA. Les traces meosatellites suggerent que la

formation de DS cheA. thalianaa été induite par ces répétitions.
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4.7.2. Perte et gain d’ADN

Si nous ne considérons que les ET comme facteula plasticité des génomes, nous
pouvons estimer le gain et la perte totale commeolséquence de linsertion et de
I'élimination de ces répétitions. Si I'on considege premiére approximation que la
taille de chaque copie au moment de son inserboregpond a la taille de la copie de
référence, il suffit pour chaque famille de muigplle nombre total de copies par la
taille de la séquence de référence. Le gain danshromatine s’éléve alors a 78 Mb et
a 41Mb dans I'hétérochromatine péricentromériqueurPestimer la perte apres
insertion, j'ai soustrait a ce gain la somme ddtesaactuelles des copies du génome.
La perte ainsi estimée est de 66 Mb dans l'euchtiomaet de 36 Mb dans
I'hnétérochromatine. Le rapport perte sur gain s'élalors a 85 % dans I'euchromatine
et a 88 % dans I'hétérochromatine. Les taux relatd perte des séquences dans ces
deux domaines chromatiniens sont identiques. Emillibns d’années (age de la plus
ancienne transposition dans I'hétérochromatine)étion hétérochromatique a donc
recu 41 Mb et perdu 36 Mb d’ADN. Et dans I'euchroim@, en 20 millions d’années
(age de la plus ancienne transposition dans I'emcatine), il y a eu 78 Mb de gain et
66 Mb de perte d’ADN. Ces résultats suggerent umotter comparable entre ces deux

compartiments.
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4.8. Conclusion/Discussion

4.8.1. Deux profils de dynamique

Au vue des caractéristiques mises en évidencedersette étude, on distingue deux
profils de dynamique des répétitions: I'un pouriégétitions hautement répétées (plus
de 5 copies) et I'autre pour les répétitions ebléanombre de copies (de 2 a 5 copies).
Les répétitions hautement répétées, c'est-a-dise H& et les satellites, sont les
composants majeur des régions hétérochromatiques. r€pétitions se propagent
principalement par vague, de sorte que le mécaniemauit a la formation de plusieurs
copies en un laps de temps trés court. Leurs capparaissent significativement plus
grandes dans I'hétérochromatine.

Les duplications de fragments génomiques appardigsenme des évenements plus
sporadiques. On identifie une part importante daidations géniques chek thaliang
lorsque comparée avec les résultats obtenus BhemelanogasterLa distribution
chromosomique des « vraies » duplications (hordichipns géniques) est d'ailleurs
uniforme. Quelques filots de duplications ont ét&eokés dans I'euchromatine et
I’'hétérochromatine. Aucune variation significatide taille des copies de DS n’a pu étre
mise en évidence entre les différents domaineswtiaiens.

Cette différence de dynamique entre les répétitpmng étre due soit au mécanisme de
propagation, soit a la composition de ces séquerfeear estimer I'impact de la
composition, nous avons testé la divergence dee<a® duplication en fonction de
leur composition en séquences. La dynamique dekcdtipns géniques est plus lente
que celle des duplications enrichies en ET et &llges. Pour cette étude, nous avons
donc fait le choix d'utiliser les ET comme marguede la dynamique d’élimination.
Nous avons ainsi travaillé avec un jeu de donn&esgonséquent, et cela a une échelle

de temps plus fine que pour les DS ou les satllite
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4.8.2. Dynamique d’élimination des ET

Hormis en particulier les copies de la superfan@igsy-like quel que soit le domaine,
les copies d’ET ne présentent pas généralementdgedinsertion. De plus, les copies
de cette superfamille sont connues pour étre résaftezA. thaliana Notre hypothese
est donc que la dynamique d’insertion des ET estdme dans les différents domaines
chromatiniens. Pour l'interprétation des résultats)s avons donc toujours tenu compte
du statut atypique des copies de cette superfarbi@s I'euchromatine, l'insertion de
petites copies apparait moins délétere. En efteis rmavons montré que la pression de
sélection due aux genes va tendre a éliminer kmsdgs copies (les insertions les plus
délétéres). Les régions hétérochromatiques tolémdptx linsertion de séguences
répétées. Les copies d’ET sont plus grandes. Bkesblent évoluer de fagcon quasi-
neutre. L’évolution des séquences dans I'hétérachtime est donc un bon reflet de
I’évolution neutre du génome.

L’'estimation des forces d’élimination des répétisosuggére une dynamique plus
importante dans I'euchromatine. Pourtant, la pgttdale due a la transposition est
estimée a 85 % dans I'euchromatine et 88 % damgérbchromatine. Un mécanisme
d’élimination des copies dans I'hétérochromatirdiigétre sous-estimé. Ce mécanisme
plus important dans I'hétérochromatine permettdaitramener le taux d’élimination
dans ce domaine a une valeur proche de celle dehfematine. Les copies
hétérochromatiques étant significativement plusdes, ce mécanisme ne réduit pas
progressivement la taille des copies, mais, pdurtes retirer par blocs. La
recombinaison ectopique entre copies identiquesr@blétre ce mécanisme. Nous
avons mis en évidence une proportion des solo-ldgRtique dans I'hétérochromatine
et dans l'euchromatine. Estimer le taux de solo-L'ERient a apprécier la force de
recombinaison entre deux régions répétées (LTREhae® (quelques kilobases). La
recombinaison a l'origine de grands remaniemerdsdonc pas été réellement estimée
ici. La pauvreté en génes ainsi que la forte déresit répétitions devraient induire un
plus grand nombre de remaniements dans I'hétérowiime. Les réarrangements
pourront alors étre de plus grandes ampleurs massiaplus fréquents dans
I’'hétérochromatine. La recombinaison homologue alhélique se révéle ainsi comme
un bon mécanisme pour contre-balancer [linsertioes drépétitions dans

I'hétérochromatine.
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4.8.3. Les modeles de dynamique

L’ensemble de nos résultats nous a permis de peopos modele de dynamique des
séquences dans I'hétérochromatine. Pour cela, awars discuté des modeéles de
dynamiques des séquences répétéees: le modeleedembinaison ectopique » et celui
de «rupture de génes». Le «modele de recombmaectopique » prédit une

accumulation de répétitions dans les régions defadux de recombinaison (méiotique),
car peu éliminées (Montgomery et al. 1987). Entefess ET sont de bons substrats
pour la recombinaison. Dans les régions a fort @ixecombinaison, elles seront plus
rapidement éliminées (Virgin et Bailey 1998; Petet\al. 2003). Nous n’avons pas pu
mettre en évidence une corrélation claire entreddéasité en ET et le taux de
recombinaison. Mais, nous pouvons suggérer iciffet mdirect puisque la densité en
genes est corrélée au taux de recombinaison. Religeer ce résultat, nous pouvons
invoquer l'autofécondation. Ce processus tend dreefes individus homozygotes. En
rendant homozygote les loci, le mécanisme de retw@idon va orienter le choix de la
matrice préférentiellement vers la région homologere position allélique. Les

chromosomes homologues étant identiques, les plitgsild’erreurs seront réduites, ce

qui implique des réparations des CDB majoritairencenservatives.

B C A B C
. . s ()
'’ O sans recombinaison —@ @

/"
® \—0—0——

2 @ O avec recombinaison —o

L]

@ Alltle avantageux O Aleles neutres @ Autres alléles

Figure 54. Effet « Hill-Robertson ».

Considérons 3 loci liés génétiqguement. Parmi ceis lle locus A correspond a un alléle avantageusstl
soumis a faible sélection dans la population. §raente ainsi lditnessde 0,1 %. Le locus B est soumis a
une forte sélection dans la population, un allélangageux (augmentant de 10 %fimesg vient
d’apparaitre. Le locus C est neutre. Plusieurseallgeutres coexistent dans la population. Ceérdifts
alleles sont apparus par mutatiaia un processus aléatoire. Etant donné que la papulast de taille
finie, toutes les combinaisons d’alléles pour I&@&knts loci ne sont pas présentes. La combinaiso
d’alléles dépend du mécanisme de recombinaisohd€Hrobertson 1966).
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Nous pouvons également invoquer I'effet dit de k-Robertson ». Celui-ci suggére un
effet de la sélection plus fort lorsque le genesitsié dans une région a fort taux de
recombinaison (Figure 54) (Hill et Robertson 196&omme le modele de

« recombinaison ectopique », ce modéle prédit égate une plus forte densité en ET
dans les régions a faible taux de recombinaisotipsiconsidere les insertions d’'ET
comme délétéres et non neutres. Nous avons pucigplta sélection exercée sur les
plus grandes copies d’ET. Les copies les plus g=sdnt effectivement localisées dans
les régions a faible taux de recombinaison, lom gknes et dans des régions pauvres en

géenes.

Hétérochromatine Euchromatine
péricentromérique

Propagation des ET par vague

Gain: 41Mb ‘7_’—_\ Gain: 78 Mb

" + Pression de sélection dlie aux génes +++

3 N
c

: Il Il ]
K g
S +Taux de petites|délétions ++ o
— ﬂ;
E 3
~ . . . M
- +++Taux de recombinaison ectopique + o

Perte : 36 Mb (88%) * * Perte : 66 Mb (85%)
Forte densité en ET Faible densité en ET
Copies grandes Copies petites

Figure 55. Dynamique des ET cheA. thaliana.

Ce schéma reprend I'ensemble des résultats. Ormosepgue la dynamique d’insertion des ET est la
méme dans I'euchromatine que I'hétérochromatine.EE€ se propagent par vague. Dans I'euchromatine,
la pression de sélection due aux génes va induieeélimination rapideria la sélection et les petites
délétions. Ce qui explique la faible densité enditlsi que la présence de copies plus petites. #pbsé,

les copies de I'hétérochromatine sont plus gran@ette observation s’explique par I'absence d'une
pression de sélection aussi forte que dans I'emcaioe. Dans I'hétérochromatine, pour contre-batanc
l'insertion d’ET, en plus des délétions, la reconadson ectopique (mitotique) permet d’éliminer un
grand nombre de copies. Globalement, le taux dee mBADN induit par les ET est le méme dans les
deux domaines. En moins de 20 millions d’annéapplort en ET a été de I'ordre 126 Mb. Actuellement,
il ne reste que 18 Mb (126 Mb -108 Mb).
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4.8.4. Le turn-over des séguences

Ces modéles n’étant pas mutuellement exclusifsmtéle que nous proposons
combine l'effet « Hill-Robertson » et le modéle mpture de génes. Cependant, nous
avons montré que la densité en ET n'est pas eX@®iquar la recombinaison, ce qui
laisse penser que l'effet « Hill-Robertson » jouargmalement. Une grande part des
copies insérées ont probablement un effet déléékg, a des genes dans les environs.
Dans les régions a faibles densité en génes etible ftaux de recombinaison, la
majorité des copies va tendre a disparaii& des mécanismes de délétion ou
recombinaison ectopique. Dans les régions densegeses et a fort taux de
recombinaison, ces insertions seront éliminéeslgpaélection avant qu’elles soient
fixées dans la population. Le taux de délétion dusobservé dans I'hétérochromatine
peut également étre la conséquence de la séle&liorffet, celle-ci peut sélectionner
en un locus, les copies les plus délétées, ceupgmentera artificiellement le taux de
délétion mesuré. Mais, dans ces régions, des imsgrtd’'ET peuvent aussi plus
facilement se fixer dans la population en conféramtnon un avantage évolutif a
'organisme. En effet, les associations neutresbénéfiques entre ET et génes ont
davantage de chance d’émerger car la combinatesealieles entre ces deux types de
séquences est plus importante. Ceci pourrait ex@lide fait qu’on trouve des copies
plus anciennes dans I'euchromatine. Seules des<te génétiques des populations
pourront nous permettre d’estimer le nombre decopges fixées.

Le temps de demi-vie des ET dans I'hétérochromatigrécentromérique est de 0.44
mutations par site contre 0.57 dans I'euchromatbre peut en déduire que la taille de
ces €éléments va donc diminuer de moitié en moingi2lemillions d’années dans
I'hétérochromatine, alors que dans I'euchromatieegyrocessus s’effectuera en moins
de 60 millions d’années. En conclusion, le turnalerces séquences est plus lent dans
les régions denses en génes.

D’aprés nos analyses, le pouvoir délétere d'uneiesgzp va dépendre de sa taille. Les
séquences de grandes tailles ont un potentiel edéléort comme le montre la
décroissance de la taille des copies avec la prtxioes genes. Dans I'euchromatine, la
forte densité en génes induit une élimination ramlds séquences a effet délétéada
sélection et les petites délétions (Figure 55).’dpposé, dans I'hétérochromatine,
l'insertion de ces séquences est mieux tolérée.copgses y apparaissent donc plus

grandes (Figure 55). On observe des délétions gtaedes mais I'élimination par
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délétions se fait plus lentement a cause de I'atesde pression de sélection. Mais, ce
mécanisme seul ne suffit pas a contre-balanceselition des répétitions. Méme si nos
résultats sous-estiment la force de ce mécanism&cbmbinaison ectopique apparait
comme un processus important d’élimination destitémés dans I'hétérochromatine. |i
peut conduire a I'élimination de nombreuses codie§ en un seul événement, ce qui
permettrait d'expliquer I'absence de copies anasraans I’hétérochromatine.

Ainsi, le turnover est trés rapide aussi bien ddmsichromatine que dans
I'hétérochromatine. Ce génome a gagné 126 Mb elup2d8 Mb (soit 86 % de perte)
en moins de 20 millions d’années (Figure 55).

Nos résultats montrent que la pression de séledtieraux génes semble étre un facteur
important de cette dynamique. Or dan$kdS la densité en genes est plus importante
que dans I'’hétérochromatine péricentromérique. '@esd, par conséquent, a observer
un profil des caractéristiqgues des copies d’ETrinésliaire entre celui des copies de
I'euchromatine et celui des copies de I'hétéroctatine péricentromérique.
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4.8.5. La dynamique d’insertion des répétitionssdd@ S

L’age deA. thalianaa été estimé a environs 5 millions d’années (@) (Henryet

al. 2006)). Leknobest donc apparu, il y a moins de 5 millions d’améOn distingue
deux classes de copies d’ET: 40 % des copies oimsnae 4.7 millions d’années et 60
% ont entre 5 et 33 millions d’années. On retroOv % (8/1930) de DS dans cette
région. On estime respectivement, 'dge maximalsdgsllites et des DS a moins de 3 et
moins de 5 millions d’années. Les DS correspondeamnis 5 cas sur 8 a des régions
d’ET et des satellites.

On suppose qu’apres la formation Hnoh il y a eu, d’abord, des évenements de
transposition et de duplication. Des copies d’ETsphnciennes ont ainsi pu étre
emmenées par les DS. Dans un second temps, unemies de I'élémenYlutator-like

ou MULE a divergé et conduit a la formation du « clustdes RT. Le profil évolutif de
cette région suggere un processus d’hétérochroisetion. En effet, en moins de 5
millions d’années, 25 des 33 géneskdobont été éliminés, un grand nombre d’ET s’y
sont insérés et on y retrouve unlgster» de RT.

Dans ce cas, nous proposons que les 8 genes présentme la plus part des
duplications géniques des génomes, vont tendresgaidiitre. La présence de copies
d’ET plus grandes que celles de I'hétérochromapéeicentromérique malgré des
divergences égales, montre une pression de sdleetioore plus faible dans cette
région. Celle-ci peut s’expliquer par la pauvreté génes mais on peut également
invoquer que la pression de sélection due a dessgadupliqués soit moindre que celle

due aux géenes uniques hétérochromatiques.
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5. Discussion Générale

5.1.1. Des caractéristiques des DS

La proportion en DS varie considérablement enseotganismes eucaryotes. Elle varie
de ~1 % chez la souris a pres de 20 % éhehaliana Aucune corrélation ne peut étre
mise en évidence entre la proportion en DS et tpgntion en ET ou la taille du
génome, ou méme les clades. Le génomA.dkalianaestimé a 130Mb, présente une
proportion 13 fois plus importante que celleRiemelanogaste(génome estimé a 180
Mb). Pourtant I'estimation de la proportion en ESt @assez proche pour ces deux
génomes. Entre le rat et la souris, le rapportpdegortions en ET est environ égal a 2.
Les proportions en DS varient également de maniéngortante entre ces deux
génomes pourtant proches (2.92 % chez le rat éwlchez la souris; (Watersta al.
2002; Rew 2004).

La taille minimale considérée pour des DS des mdenes est de 1 kb. Cette valeur
n'est pas la conséquence d'une observation mais valeur fixe définie dans la
méthode de détection. N'utilisant pas les annatatides ET, Bailewt al. ont fait le
choix, pour éliminer un grand nombre d’ET, de nes gmendre en compte les
duplications de moins de 1 kb (Bailey et al. 20@)). effet, la taille moyenne des
élémentsAlu, éléments majoritairement représentés, est ddréode 300 pb. Cette
méthode conduit a I'obtention d’'un jeu de donnéasvpnt contenir un certain nombre
de faux-positifs. De petits fragments dupliquésveet aussi correspondre a des DS
plus anciennes ou de réelles petites duplicatioodustes par un mécanisme identique.
L’analyse de la corrélation entre la taille des iespet leur divergence pourrait
permettre d’éclaircir ce point dans ces génomess e 50 % d’entre elles ont une
taille inférieure a 1 kb. Les duplications de pties1 kb correspondent a 1.3 % de la
séquence génomique. Les DSGrenorhabditis elegarsont également de petite taille.
D’apres les données de Samonte et Eichler (SanebiiEhler 2002), alors que 2.65 %
de la séquence génomique se compose de DS de owiBskb, seul 0.66 % de la
séquence correspond aux DS de plus de 10 kb. £hiealiang on observe également
pres de 50 % de DS de moins de 1 kb. Seul 8 % &esriDune taille supérieure a 5 kb
et 2.64 % supérieure a 10 kb. Chez les mammifé&léss peuvent atteindre jusqu’a

plusieurs centaines de kb.
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Alors que chedD. melanogasternous avons mis en évidence une distribution d&s D
en faveur des régions riches en répétitions, deatite [I'hétérochromatine,
chez A. thaliang comme chez les mammiféres, la répartition ne m#pgeas de la
structure de la chromatine. Elles sont répartid$férents sites du génome.

De récentes études comparatives entre génomesyetgsaont permis de montrer la
présence de séquences répétées aux points deojomiets DS (Koszuét al. 2004;
Bailey et Eichler 2006). Ces observations ont éite$ aussi bien chez la levuge
cerevisaeque I'homme. Pour comprendre le mécanisme de filmmaes DS chez un
organisme tel qué. thaliang il faut également s’assurer que les duplicatioasont
pas issues de polyploidisation. Pour cette raigangliminé du jeu de données les
duplications avec plus de 95 % de recouvrementeeeg Ainsi, les points de jonction
des DS apparaissent enrichis en microsatellites.

Le DDSA, un modele de NAHR, pourrait étre génééalifin d’expliquer la formation
des DS chez les eucaryotes. Ce modele a été prgmasédes DS ayant une taille
maximale de moins de 100 kb. Or, chez les mamnsifdeetaille des DS peut varier
jusqu’a plusieurs centaines de kb. Comment le Dp8&-il prédire la formation des
DS de plus grande taille ? Afin de répondre a ogtiestion, il faudrait rechercher les
signatures du DDSA sur les séquences des DS clemdenmiferes. D’'apres les
processus de dissociation/ré-invasion, nous poupongoser qu’un mécanisme de ce
type puisse relancer la synthése et ainsi permedtnecouvrir des régions de plusieurs
kb. En fonction des caractéristiques d'un génomme,peut s’attendre a ce que ces
processus de ré-initialisation soient plus ou mofnsquents. Ceci permettrait
d’expliquer les différences de taille des DS etdsegénomes eucaryotes.

Daprées le DDSA, le fait dobserver des proportionde duplications
interchromosomiques et intrachromosomiques quadeégchezA. thaliang suggere
gue la recherche d’homologie a autant de chanae daire sur le méme chromosome
que sur un autre chromosome. La forte densité pétit®ns chez cet organisme peut
permettre d’expliquer ce résultat.

Pour la suite de I'étude sur les DS, il seraitriegééant d’élargir cette étude aux autres

génomes de Drosophile.
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5.1.2. La compartimentation des répétitions

Les génomes dits compacts correspondent a des gérteia que ceux d& thaliana,

D. melanogaster et C. elegarisa région euchromatique de ces génomes correspond
entre 100 et 125 Mb alors que les régions hétéoncatiques représentent entre 10 et
60 Mb (saufC. elegansu il n'y en a pas).

Dans ces génomes, les ET se retrouvent préfélentiemt localisés dans les régions
hétérochromatiques (Kapitonov et Jurka 1999; AGD®@O A l'opposé, chez les
mammiféres et plus précisément chez 'homme, leqr&djoritairement des éléments
Alu) se retrouvent dispersés dans I'euchromatine etéfbéhromatine (Bailey et
Eichler 2006). De plus, la proportion en ET s’avphes importante pour les grands
génomes. En effet, on passe de moins de 10 % a qéugl5 % d'ET dans
'euchromatine. Dasilvat al. (2002) ont analysé la distribution en ET chez detitg
génomes de vertébrés tels quetraodon nigroviridiset Takifugu rubripes lls ont
suggéré la compartimentation des ET dans les régdiétérochromatiques comme chez
les autres espéces au génome compact. La compatdiine des génomes ne
dépendrait donc pas du clade mais de la taillggéeemes.

Les régions chromosomiques, encore mal caractériaééheure actuelle, sont les
régions de transition entre I'euchromatine et BEnéthromatine. On imagine un
équilibre entre la pression de sélection due aueg@t I'insertion de répétitions. Des
vagues de transpositions seront régulées par $siprede sélection. Alors que chez les
organismes aux chromosomes holocentriques, ce ggusaloit étre tres dynamique,

chezA. thaliang on assiste presque « en direct » a ce processus.

5.1.3. Contraction de taille des génomes médiééepagpétitions

Etant donné que la taille des copies de répétisensble influer sur leur dynamique, on
peut proposer deux modes d’élimination. On s’attanck que la fithess» diminue

avec l'augmentation du nombre de copies d’ET & efédtere. En effet, 'augmentation
du nombre de copies conduit a un taux de recongmnaéctopique plus élevé et en
conséquence a plus de réarrangements chromosomRuu@scontrecarrer cet effet, la
dynamique d’élimination se fera rapidement dessénmion. La taille des séquences

insérées, a effet délétere, va tendre a diminyadeaent jusqu’a minimiser I'effet
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délétére. Le mécanisme de recombinaison ectopigles eélétions internes de grande
taille peuvent également permettre d’éliminer repiént des fragments.

Les forces induisant une variation de la taille gésomes peuvent étre soit globales
telles que la polyploidisation et la propagations d€T, ou locales comme les
duplications en tandem. Dans les deux situati@ssfdrces conduiront a d’importantes
modifications structurales des génomes. Deux medéte variation de la taille des
génomes ont été mis en évidence. Chez les mamsjilesoiseaux et les poissons, les
variations de taille apparaissent relativementléailh’accumulation de petits blocs
d’ADN a été proposée pour expliquer cette augmiemaprogressive (Gregory et
Hebert 1999). A I'opposé, la taille des génomes plastes et des invertébrés suggere
des variations plus importantes. On sait aujouliddue la taille de certains de ces
génomes a principalement augmenté par polyploidisaiSanMiguel et al. 1996;
1998). Ces génomes sont également sujets a deseatajions progressives dues a
I'insertion de répétitions. D’aprés le modele d'eNmn concertée, les duplications
géniques récentes seront difficilement distingualles anciennes. C’est ce que I'on
observe pour les duplications chaz thaliana Ce génome dense en duplications est
plus riche en duplications géniques dbe melanogasterOr, le génome ancétre de
A thaliana a subit plusieurs polyploidisations (Figure 32¢slduplications géniques
détectées peuvent donc aussi bien correspondre saddplications issues des
polypolidisations que de duplications récentes.

L’analyse comparative réalisée par Hatllal. (2006) a mis en évidence une importante
contraction du génome ancétre des Brassicaceaan ensemble de réarrangements
chromosomiques assez conséquent (Figure 32). Orégams sont significativement
plus grandes che&.thalianaque chez les espéeces qui lui sont proches. Cggesel de
récentes vagues de transpositions spécifiquemenzt ot organisme. Ces évenements
de transposition seraient ainsi responsables darlation de taille des génomes entre
A. thalianaet les espéces qui lui sont proches.
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5.1.4. Les ET, éléments moteurs de 'augmentateoladaille des

génomes

Les proportions en ET des génomes eucaryotes sactagient entre ~2 et ~90 %.
Douze génomes de Drosophillidés ont été recemméqguesmcés et annotés. Les
proportions en ET de ces génomes varient entre %2(¢hezDrosophila simulanset
Drosophila grimshawi)et ~25 % (chezDrosophila ananassae)La taille de ces
génomes varie du simple au triple: entre 130 MB4% Mb. Dans ces génomes,
l'insertion des ET aurait un impact principalemestir la taille des régions
hétérochromatiques (Clark et al. 2007).

Afin d’expliquer cette forte variation de taille dehétérochromatine, plusieurs
mécanismes impliquant les ET peuvent étre prope$€giue les duplications de grand
fragments génomiques ou la macrotransposition,t-@€bre la transposition d’un
fragment d’ADN bordé par deux éléments a ADN distan

Les familles ne sont pas toutes représentées esedotize génomes. En effet, alors que
certaines familles restent active chez un organisiteutres ont pu étre amenées a
disparaitre chez un autre organisme.

De plus, la répartition par classe et par famill€Tdne semble pas uniforme le long des
chromosomes. La superfamil&ypsy-likeest un bon exemple d’ET présentant un biais
d’insertion préférentielle dans I'hétérochromatimes ET ont donc un effet majeur
direct (transposition) et indirect (recombinais@topique et macrotransposition), sur la

plasticité des génomes eucaryotes.
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5.2. Vers une approche de Génomique populationnelle

5.2.1. Les données génomiques disponibles

Depuis quelques années, de nombreux génomes ewgsaryot été séquences. La
proximité phylogénétique entre certains organismege des nombreuses perspectives
d’études. En plus des séquences génomiques deéégled annotations en ET des 12
génomes de Drosophilidés seront prochainement wmiisigs. L'ensemble de ces
données devrait permettre, dans les années a w#piydier la dynamique des
séquences a différentes échelles de temps. lit araisageable d’étudier les relations
entre cette dynamique et les traits de vie descespdabitats, taille des populations,
reproduction, etc. Les régions synténiques eftrthalianaet A. lyrata ainsi que des

annotations en ET, sont également disponiliiép:{/gautlab.bio.uci.edu/data.himl

5.2.2. Génomique comparative et Génétique des ptpns

Un grand nombre de génomes complet phylogénétigutepreches étant séquencés et
disponibles, la congruence entre données popuiaims et caractéristiques des
génomes va pouvoir étre réalisée a grande ecpelle,la premiere fois. La propagation
des ET dans un génome est limitée a la fois padalation du taux de transposition et
la pression de sélection exercée sur les copiass apsertion. La combinaison de ces
deux approches permettrait d'enrichir les modétedythamique des ET. Cette approche
combinée pourrait étre initiée par I'étude de lactpdes éléments non-LTR: éléments
tres abondant dans les génomes de Drosophile®l€rasnts représentant 85 % des ET
chez I'homme (Berezikoet al. 2000). Ces ET évoluent principalement par transfer
vertical et ne s'excisent pas d'un génome. Notadys® ne sera donc pas biaisée par
d'éventuels transferts entre différentes especes.dtude pilote a déja été réalisée afin
de tester la faisabilité du projet. Pour cette étud familles d'élément non-LTR
appartenant aux cladleckeyont été utilisées (Petrov et al. 2003). De plesies les
copies des régions a fort taux de recombinaisoEnsélectionnées. Le jeu de données
utilisé ne permet pas de prendre en compte d'iraptfacteurs de sélection. Se limiter
aux copies localisées dans les régions a fort thixecombinaison ne permet pas
d'apprécier l'effet du taux de recombinaison suylzamique des ET (Hill et Robertson
1966). Et se restreindre a 4 familles d'élémentsLkR ne permet pas de tenir compte
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des autres mécanismes de transposition. Une étoihbdimee plus approfondie en
travaillant avec un jeu de données plus importanirfait étre riche de nouveaux

enseignements.
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RESUME

De la bactérie a 'homme, dispersées ou en tanlsmépétitions peuvent représenter jusqu’a 90 %ade
séquence génomique. Malgré leur impact sur laipigstet I'évolution des génomes eucaryotes, leurs
mécanismes de formation sont encore trés spéesulafiihsertion continue de nouvelles répétitions
devrait conduire a une augmentation constante tglla des génomes. Or, il ne semble pas queitéeso
cas. Y a t-il régulation de la taille des génomdse?processus de régulation est-il le méme dans
I'euchromatine et I'hétérochromatine ?

Afin d’étudier la dynamique des répétitions, j'@wtloppé un ensemble de programmes informatiques
pour la détection des duplications segmentaires) @Sles répétitions en tandem (RT). A partir des
caractéristiques des DS détectées @msophila melanogastefai proposé un modele de formation des
DS, basé sur un modéle de recombinaison homologua@lféliqgue. J'ai également identifié les traces d
I'implication des éléments transposables (ET) danprocessus.

Pour comprendre la relation entre les répétitidna structure de la chromatine, j'ai ensuite Ealine
analyse comparative de la dynamique des répétiteushromatiques et hétérochromatiques chez
Arabidopsis thalianalLa construction d’arbres phylogénétiques des esécps répétées m'a permis de
dater les répétitions. Nous suggérons ainsi ungagation par « vague » des ET.

J'ai ensuite estimé les forces d’élimination degpies d’ET. Nos résultats suggerent que dans
'euchromatine, la pression de sélection due auwegeéinduit I'élimination des répétitions. Dans
I'hétérochromatine, la faible densité en genes pee maintenir une forte densité en ET. Pourlast,
estimations du taux de perte en ADN, prédisentunnotver aussi rapide dans I'euchromatine que dans
I'hétérochromatine. Afin de contre-balancer l'irtsem des ET dans I'hétérochromatine, nous pouvons
invoquer la recombinaison homologue non-allélique.

ABSTRACT

From bacteria to human, interspersed or in tandepgated sequences can cover more than 90 % of a
genomic sequence. Despite their impact on the &waland the plasticity of eukaryotic genomes, rthei
mechanism of propagation remains still unclear. Thetinuous insertion of new copies should induce
the increase of genome size. What are the selegpt&ssures involved in the genome size regulativm?
these selection strength are the same in euchromati heterochromatic regions? In order to highligh
the repeat dynamics, | first developed computatipigelines to detect segmental duplications (Sig)
tandem repeat arrays (TRS).

The SD features of the detected in tsophila melanogastegenome, allowed us to propose a non-
allelic homologous recombination mechanism as @@mMation model. This process can be induced by
repeats such as TEs. Indeed, | showed the trademnsposable elements (TEs) at their breakpoints.

To understand the relationship between the re@eatthe chromatin structure, we investigated tpeat
evolutionary dynamics by comparing their featuresheterochromatin and euchromatin domains in
Arabidopsis thaliana We constructed phylogenetic trees of repeatsstamate their divergence in
euchromatin and heterochromatin. The tree topotdgyE families reflects transpositions by “burdii.
order to explain, the size and divergence variatioh the TE copies between these two chromatic
domains, we estimated the strength of repeat ditioin into these regions. Our analysis suggestdtiea
gene selection pressure effect induces in euchiom#ie repeat elimination, although, in
heterochromatin, the gene paucity allows to maintae high TE density. However, the DNA loss rate
estimations suggest the same fast turnover in diie ¢thromatin domains. To counteract the TE inserti

in heterochromatin, we proposed that non-allelimblmgous recombination may play a significant role.
This process allows to eliminate rapidly lots opies.
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