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Résumé

Les éléments transposables (ET) sont des éléments génétiques ubiquitaires et potentiellement
mobiles dans les génomes eucaryotes. Les génomes hotes ont développé des mécanismes
épigénétiques pour contrdler et prévenir la prolifération des ET. Néanmoins, certains ET semblent
capables de s’activer en réponses a des stress ou a des facteurs développementaux. Les méthodes
disponibles pour détecter 1’activité transpositionnelle d’un ET sont souvent limitées au stade
transcriptionnel ou sont adaptées a des génomes de petite taille. Relativement peu d’ET sont
actuellement connus pour étre actifs et les mécanismes spécifiques qui les controlent ne sont pas

clairement identifiés.

Durant mes travaux de these, nous avons développé une stratégie de séquencage a haut débit qui
permet la détection d’ADN extrachromosomique circulaire (ADNecc) témoignant notamment de
I’activité¢ des ET et de la stabilit¢é d’un génome. Ainsi nous avons pu caractériser chez plusieurs

especes le mobilome, défini comme 1’ensemble des ADNecc présents dans un tissu.

La technique du mobilome-seq s’est avérée €tre un outil puissant pour la détection des ET actifs
notamment chez le riz asiatique Oryza sativa. Notre analyse du mobilome a permis I’identification
d’un rétrotransposon PopRice actif dans I’albumen (tissu nourricier du grain) chez différentes
variétés de riz. Pour la premicre fois chez les plantes, nous avons également détecté des insertions
somatiques d’ET par re-séquencage de génome entier. A partir de nos résultats, nous avons combiné
nos données mobilomiques avec une analyse GWAS pour proposer des pistes afin d’identifier de
nouveaux mécanismes de régulation de cet ¢lément.

En paralléle, nous avons appliqué la technique du mobilome-seq a différents organismes animaux et
végétaux révélant ainsi des spécificités de mobilome propre a chaque espéce. Nos travaux en
collaboration avec d’autres équipes ont notamment contribué a préciser le role de I’ARN
polymérase II dans le controle des ET chez O. sativa et a mettre en évidence le lien entre la

présence d’ADNecc viral et la réponse immunitaire chez Drosophila melanogaster.

Mes travaux de thése ouvrent des perspectives pour 1I’étude du mobilome, ce répertoire génomique
encore largement inexploré et qui se révele étre a la fois une source d’information au niveau des
mouvements des ET mais aussi de la stabilit¢ des génomes. L’étude future des mobilomes promet

d’apporter des réponses sur notre compréhension de la dynamique des génomes.

Mots clés : ADN extrachromosomique, €élément transposable, mobilome, Oryza sativa,
épigénétique.



Abstract

Transposable elements (TEs) are mobile genetic elements that constitute a major part of eukaryotic
genomes. Host genomes have developed epigenetic mechanisms to control and prevent their
proliferation. While efficiently silenced by the epigenetic machinery, they can be reactivated upon
stress or at precise developmental stages. However, available methods to detect TE activity are
often limited to transcriptional level or more adapted to small genomes. Today, only few TEs are

known to be active and specific mechanisms controlling TEs are not well defined.

To address this question during my phD, we developed a strategy of high throughput sequencing
that detects extrachromosomal circular DNA (eccDNA) forms which reflect TE activity and
genome stability. We characterised mobilomes from different organisms defined as all eccDNA in a

cell.

Our mobilome-seq technique successfully identified active TEs especially in asian rice Oryza
sativa. We identified an active retrotransposon PopRice in endosperm tissue from different rice
varieties. Interestingly and for the first time in plants, we detected somatic insertions from genome-
wide resequencing. We combined our mobilome-seq results with a GWAS analysis to propose new

PopRice regulation mechanisms.

In a second step, we applied our mobilome seq technique to different animal and plant organisms
showing mobilome specificities from each species. Our work in collaboration with different labs
help contributed to define role of RNA polymerase II in the control of TEs in O. sativa and have
revealed a link between presence of eccDNA from virus and immune response in Drosophila

melanogaster.

Altogether, our mobilome-sequencing method opens the possibility to explore unexplored genomic
compartment. Future mobilome analysis represents new possibilities to improve our understanding
of dynamics of genomes.

Keywords : extrachromosomal DNA, transposable element, mobilome, Oryza sativa, epigenetics.
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PREFACE

arbara McClintock, aurait-elle imaginé des décennies aprés sa découverte des éléments

transposables, qu’aujourd’hui nous serions capables de les identifier de maniére massive a

Céchelle des génomes par des approches de biologie moléculaire ? Aujourd hui, appelée
mobilome-Seq, cette approche permet de faire inventaire des éléments transposables actifs au sein des
génomes. Cet ouvrage retrace donc la mise en place de cette approche pour notamment [étude des génomes
de [arabette et du riz. Dans un premier temps, [auteur y dresse de maniére élégante le répertoire des
éléments transposables actifs. Grice a cette approche innovante, [auteur y découvre un nouvel élément,
surnommé PopRice, actif dans [albumen du riz. Grice a cette approche, [auteur a développé d étroites
collaborations qui ont permis [application de cette méthode a d’autres contextes biologiques. L auteur y
décrit notamment, le lien étroit qui existe entre inhibition de LARN polymerase 11 et la mobilisation de ces
éléments actifs. Par ces travaux, [auteur fait donc un nouveau saut en avant dans [analyse des éléments
transposables. De maniére certaine, ces travaux laisseront une trace dans le monde des éléments

transposables et ceci par un mécanisme de copier-coller et non de couper-coller.

L’écrivain transposable
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- INTRODUCTION GENERALE -




Les domaines de la biologie des organismes et de la génétique ont été marqués par plusieurs
grands noms de la science, de Gregor Mendel a Charles Darwin en passant par Oswald Avery,
Rosalind Franklin, Conrad Hal Waddington, Barbara McClintock, ... Il serait difficile de n’en
citer qu’un mais il est aussi difficile de les citer tous et le choix peut vite s’avérer cornélien.
L’histoire de la science a €té et est sans cesse marquée par la remise en cause de croyances
longtemps transmises, par 1’apparition de nouvelles idées et par 1’émergence de nouvelles
avancées technologiques. Barbara McClintock disait en 1973 : « Il faut attendre le moment
propice pour les changements de paradigme ». Quelques années plus tard, en 1983 elle recevait
le prix Nobel pour la découverte des ¢léments transposables (ET) dans les années 50. Trente
années, c’est le temps qu’elle aura attendu pour que ses travaux de recherche soient valorisés
et enfin reconnus par la communauté scientifique. Mais pourquoi tant d’années ont été

nécessaires ? Le contexte de 1I’époque peut expliquer bien des choses.

Durant les années 40, les scientifiques s’interrogent sur la molécule ou les molécules qui
renferment I’information génétique d’un organisme. C’est Oswald Avery et son équipe qui
identifierent pour la premicre fois en 1944 I’acide désoxyribonucléique, autrement dit I’ADN
chez la bactérie (Avery et al. 1944; Ghose 2004). Ils ont ainsi montré que I’information
génétique d’un organisme était renfermé dans I’ADN et non dans des protéines, comme
longtemps supposé. Six années plus tard, a son tour, Edwin Chargaff décrypte la composition
de la macromolécule d’ADN et de ses quatre bases azotées (Chargaff 1950) et I’année suivante,
a I’aide de rayons X, Rosalind Franklin obtient la premiere photographie de I’ADN. Ce sont les
travaux de ces trois scientifiques oubliés qui permettront a Francis Crick et James Watson
d’identifier la structure en double hélice de I’ADN (Watson et Crick 1953) et qui permettront
le décodage du code génétique par Har Gobind Khorana, Robert W. Holley, Marshall W.
Nirenberg. Malgré le travail considérable de certains scientifiques dans la découverte de

I’ADN, c’est F. Crick et J. Watson qui ont obtenu le prix Nobel de médecine en 1963.

Nous pouvons alors nous demander comment les travaux sur I’ADN peuvent expliquer les
réticences a I’encontre de 1’existence des ET ? En 1950, lorsque Barbara McClintock souleva
I’hypothese de la présence de génes capables de se déplacer dans I’ADN chez le mais, elle fut
face a de nombreuses et violentes critiques. La molécule d’ADN tout juste identifiée, il était
alors impensable a I’époque de croire en I’existence d’éléments capables de créer de I’instabilité
au sein de ce matériel génétique. Le « dogme central de la biologie moléculaire » consistait en

trois niveaux strictement régulés : I’ADN transcrit en ARN lui-méme traduit en protéines (Crick



1970). Ce dogme laissait peu de place a D’existence et l’intervention d’autres éléments
génétiques et a une possible dynamique des génomes. Les travaux effectués chez la levure et
sur I’élément P chez la drosophile (Britten et Kohne 1968) confirmeront I’existence des ET
dans les génomes et suivront quelques années plus tard la reconnaissance des travaux de
Barbara McClintock. Néanmoins, le dogme central toujours présent dans la communauté
scientifique, a longtemps réfuté I’intérét des ET dans les génomes hotes et durant des décennies,
les ET ont été considérés comme de simples parasites du génome, de I’« ADN poubelle » sans

fonction biologique.

En parallele, la naissance de I’épigénétique semble une fois de plus en contradiction avec le
dogme central. D¢s les années 40, Conrad Hal Waddington introduit une nouvelle notion,
I’assimilation génétique et parle de « paysage épigénétique » pour expliquer les relations
complexes et dynamiques entre [’organisme et les facteurs développementaux et
environnementaux (Waddington 1940; 1942). Ces travaux sur I’impact des chocs thermiques
sur les ceufs de drosophile lui permirent d’observer 1’effet de I’environnement sur le phénotype
de I’organisme et il proposa 1’assimilation génétique comme un nouveau concept de régulation
génétique. En réponses a des facteurs environnementaux, le génome peut assimiler une réponse.
Les théories de C. H. Waddington ont eu un grand impact dans la communauté scientifique, en
grande partie parce que ses travaux allaient dans le sens des hypotheéses de Lamarck sur
I’hérédité des caractéres acquis et parce qu’il a proposé le concept d’épigénétique, sans en
connaitre les mécanismes moléculaires. Plus tard, 1’épigénétique sera définie comme 1’étude
des changements d’expression de génes, stables et héritables sans modification de la séquence
d’ADN, enterrant définitivement le dogme central et ré-ouvrant une porte aux travaux de

Lamarck.

Les avancées techniques ont sans cesse remis en question et réorienté les idées scientifiques.
Plus récemment, la vision des ET et de I’organisation des génomes a changé et notamment par
I’¢tude des génomes a grande échelle permise par le développement du séquengage de I’ADN
a haut débit. Le séquencage de I’ADN a ouvert la voie a une nouvelle discipline : la génomique
(et I’épigénomique). L’acceés aux séquences d’ADN et la production massive de données
nécessitent le développement continuel d’outils bioinformatiques afin de trouver dans ce flot

de données la ou les réponses aux questions biologiques soulevées.

Aujourd’hui, si leurs mécanismes de régulation et d’activation ne sont pas encore clairement

tous caractérisés, quelques exemples illustrent le role des ET dans 1’évolution des organismes



eucaryotes (Feschotte et Pritham 2007) et des études ont notamment mis en évidence
I’implication d’ET dans I’apparition de nouveaux traits agronomiques (Lisch 2013; Song et
Cao02017). Depuis les débuts de la génomique, la détection des mouvements des ET s’est avérée
difficile et souvent limitée. Si parfois, I’identification d’ET actifs semble s’apparenter a
chercher une aiguille dans une botte de foin, I’é¢tude des ET dans une plante d’intérét
agronomique représente un véritable enjeu dans notre compréhension de ’adaptation des

plantes a leur environnement. C’est dans ce contexte général que s’insére mes travaux de thése.

Mes premiers travaux de thése ont été effectués sur le riz asiatique, plante modéle des céréales,
Oryza sativa ssp japonica. Le riz est la premiére céréale cultivée pour 1’alimentation humaine
et fait ’objet de nombreux projets de recherche partout dans le monde. Cette plante possede
une riche diversité génétique et offre de multiples avantages pour la génomique : un cycle de
vie court, un petit génome (430 mégabases - Mb), un séquengage et une annotation de haute
qualité (International Rice Genome Sequencing Project, IRGSP 2005). De plus, nous disposons
¢galement d’une base de données expertisée d’ET (Copetti et al. 2015). Ces nombreux
avantages décrit ci-dessus font d’Oryza sativa un modele intéressant pour I’étude des ET chez

les plantes.
Mes travaux de théses se sont alors organisés autour de différents axes :

1 - Développement d’un outil bioinformatique dédié a I’identification des éléments
mobiles d’un génome : mon premier objectif fut la mise en place de différentes stratégies
bioinformatiques pour analyser, identifier et dresser une liste exhaustive des ET les plus actifs

dans un tissu donné.

2 — Etude de Pactivité des ET au cours du développement du grain de riz : I’étude des ET
suscite de nombreuses questions qui restent sans réponse. Quelle est la part mobile d’un génome
? Quels sont les facteurs (environnementaux, moléculaires) qui activent les ET ? Quels sont les
mécanismes d’activation des ET ? Quels impacts ont Dlactivit¢ des ET au cours du
développement d’un organisme ? J’ai consacré une partie de mes travaux de thése a tenter de
répondre a ces questions en caractérisant I’activité des ET dans différents tissus et a différents

stades de développement du grain de riz Oryza sativa.

3 - Etude de activité des ET chez différents organismes : Nathan Springer en conférence
scientifique (Phenome 2017, source : Twitter) a souligné que « méme s’il était difficile de

travailler avec, il ne faut pas ignorer les transposons ». Au cours de mes travaux et au fil des



collaborations, nous avons étendu et développé notre stratégie & un ensemble de génomes
eucaryotes complexes (mais, blé, pin, peuplier, etc...) dans le but de rendre plus facile 1’étude

des ET.

Le premier chapitre de ce manuscrit est consacré a une syntheése bibliographique des
connaissances actuelles sur I’activité des ET dans les génomes eucaryotes et les techniques
aujourd’hui utilisées pour les identifier. Le second chapitre définit et caractérise les ADN
extrachromosomiques circulaires, témoins de 1’activité¢ des ET et de la stabilit¢ d’un génome.
Le troisieme chapitre est divisé en trois parties et regroupe les résultats que j’ai obtenus lors de
mes travaux de thése. Pour finir, la discussion générale résume mes travaux et les perspectives

qui en découlent. Les publications sont incluses dans le manuscrit.



CHAPITRE 1

- L'ACTIVITE DES ELEMENTS TRANSPOSABLES AU SEIN DES
GENOMES -
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Figure 1. Distribution des ET (en %) en fonction de la taille des génomes des organismes eucaryotes.



1. Caractérisation des éléments transposables
1.1 Classification des éléments transposables

Les ET sont des constituants majeurs des génomes eucaryotes pouvant représenter jusqu’a
plus de 80% d’un génome hote, chez le mais par exemple (Schnable et al. 2009). La taille
d’un génome eucaryote est étroitement liée a son contenu en ET. Plus un génome est grand,
plus le nombre d’ET est conséquent (Figure 1). A ce jour, tous les génomes eucaryotes
séquencés possedent des ET a deux exceptions pres celui du parasite humain Plasmodium
falciparum (23 Mb, aucun ET détecté; Gardner et al., 2002) et celui de I’algue verte
Micromonas pusilla (12-13 Mb, aucun ET détecté ; Worden et al. 2009). L’abondance et la

riche diversité des ET a conduit a une classification rigoureuse de ces éléments.

A partir de la proposition de Finnegan en 1989, les ET sont divisés en deux grandes classes
définies par leur mécanisme de transposition: les rétrotransposons (classe 1) et les
transposons a ADN (classe II). Depuis 1989, les connaissances sur les mécanismes, sur la
diversité et sur la complexité des ET n’ont cessé de s’accroitre et la classification des ET est
sujette a de nombreux débats dans la communauté. De nouvelles améliorations et différentes
classifications ont été¢ apportées et propos€es (Piégu et al. 2015) et ne cesseront d’évoluer
dans le futur. Finalement, ici est présentée une classification simplifiée des principales classes
d’ET basée sur la classification proposée par Wicker et al. (2007) dans le but d’évaluer
I’étendue de la diversité de ces ¢léments dans les génomes hotes eucaryotes. Les
rétrotransposons transposent via un mécanisme dit de « copier-coller » a 1’aide d’'un ARN
intermédiaire alors que les transposons a ADN transposent via un mécanisme dit de « couper-
coller » sans ARN intermédiaire (Wicker et al. 2007) (Figure 2). Chaque classe d’ET dispose
d’éléments autonomes et non autonomes. Les ¢léments autonomes codent les enzymes
nécessaires a leur transposition contrairement a la mobilité des éléments non-autonomes qui
dépend des enzymes produites par les ¢léments autonomes de la méme famille ou de familles

proches.
1.1.1 Classe I : les rétrotransposons

Selon la classification de Wicker et al. (2007), 1’organisation des rétrotransposons est basée
sur des caractéristiques mécanistiques et sur I’organisation et la phylogénie de la transcriptase
réverse (RT). Les rétrotransposons sont divisés en deux ordres : les rétrotransposons a LTR

(Long Terminal Repeat) et les rétrotransposons non LTR.



Classe | : rétrotransposons (éléments a ARN)

Rétrotransposons a LTR

Pol
Elément de type Copia — IGAG| AP IN RT RNaseH —
5’ 3
Elément de type Gypsy - GAG| AP RT RNaseH IN —
Rétrotransposons non a LTR
LINE — ORF1 EN RT ™
(n)
Classe Il : transposons a ADN
Elément autonome — Transposase —
5 3
Elément non-autonome — ase —
MITE — —
Hélitron = RPA Helicase —
AP : protéase aspartique IN : intégrase RT : transcriptase réverse
ORF1 : Open Reading Frame EN : endonucléase A signal de polyadénylation

RPA : Protéine de réplication A

Figure 2. Classification simplifiée des éléments transposables (Wicker et al., 2007)




Les rétrotransposons a LTR comprennent deux séquences répétées a leur extrémité,
commencant en général par TG en 5’ et se terminant par CA en 3’. Le LTR contient la séquence
promotrice de I’ARN polymérase II (Pol II) et marque le début de la transcription mais il
indique également la fin de la transcription et le signal de la polyadénylation. Les
rétrotransposons contiennent généralement une ou deux ORF (Open Reading Frame) qui
codent la GAG, une protéine qui participe a la formation d’une particule de type viral (VLP) et
la POL, une polyprotéine clivée en 4 protéines : une RT, une RNase H, une protéase aspartique
(AP) et une intégrase (IN) (Figure 2). Les rétrotransposons a LTR sont divisés en deux
superfamilles, Copia et Gypsy qui différent par I’ordre de la RT et de I’IN dans la région codante
Pol. Les rétrotransposons a LTR sont prédominants dans les génomes des plantes contrairement

aux génomes animaux ou les rétrotransposons non LTR sont majoritaires.

Les rétrotransposons non LTR sont divisés en deux classes : les LINE et les SINE (Long and
Short Interspread Nuclear Elements). Les LINE codent pour une RT et une endonucléase et
leurs transcrits sont polyadénylés en 3°. Les LINE représentent jusqu’a 20% du génome humain
(Lander et al. 2001) alors que chez les plantes les LINE semblent rares. Les SINE sont des
¢léments non autonomes qui dépendent des LINE pour transposer. La région interne des SINE
est tres variable et dépend de la famille de I’é1ément. L’¢élément le plus étudié appartenant a la
classe des SINE est 1I’¢1ément Alu qui représente a lui seul 11% du génome humain (Lander et

al.2001).
1.1.2 Classe II : les transposons 8 ADN

Les transposons a ADN (classe II) sont caractérisés par la présence de séquences répétées
inversées (TIR) de part et d’autre de leurs extrémités. Les éléments autonomes qui codent pour
une transposase sont divisés en différentes superfamilles telles que Ac/Ds, CACTA, MULE.
Certains ¢léments de ces superfamilles peuvent évoluer en éléments non autonomes soit en
accumulant des mutations dans leur région codante soit par la délétion compléte de la région
codante conduisant a la formation de MITE (Miniature Inverted-repeat Transposable Element)
(Figure 2). A titre d’exemple, dans le génome du riz, les MITE sont les éléments avec le plus
grand nombre de copies (environ 90000 copies dans certaines variétés (Jiang et al. 2004)). 11
existe aussi un autre type de transposon a ADN, les hélitrons qui transposent a 1’aide d’un

mécanisme de cercle roulant (Yang et Bennetzen 2009).
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Figure 3. Cycle de vie des éléments transposables. Le cycle de vie d’un RT a LTR (classe 1) est composé de
différentes étapes (Schulman 2013). Le LTR en 5’ contient la séquence promotrice de I’ARN polymérase Il et marque
le début de la transcription (1) et a linverse, le LTR en 3’ indique la fin de la transcription et le signal de la
polyadénylation. Les transcrits du RT sont utilisés a la fois comme matrice pour la traduction (2,3) et pour la réverse
transcription en double brin d’ADN (6-8). Dans le cytoplasme, la polyprotéine est autoclivée en 4 protéines (3) : une
réverse transcriptase (RT, cercles verts), une RNase H (cercles jaunes), une protéase aspartique (AP, cercles bleus)
et une intégrase (IN, cercles roses). L'interaction entre plusieurs protéines GAG (cercles gris) permet la protection des
transcrits et des 4 protéines a l'intérieur d’une particule de type viral (Virus-like particle; VLP) (4,5). La liaison entre
’ARNt du génome héte et le PBS (Primer Binding Site) inséré a la fin 3’ du LTR 5’ initie la réverse transcription des
transcrits en ADN via la RT (6). Durant la réverse transcription, la RNaseH dégrade 'ARN matrice (7) et le brin
complémentaire est réverse-transcrit (8). La copie d’ADN extrachromosomique (ADNec) synthétisée est associée a
'IN (9) et migre dans le noyau via des mécanismes non identifiés (10) afin de ré-intégrer le génome hoéte et ainsi créer
une nouvelle copie de I'élément (11). LADNec peut également étre reconnu par les mécanismes de réparation de
I’ADN et est alors capturé par le systtme non-homologous end-joining (NHEJ) induisant la formation d’ADN
extrachromosomique circulaires (ADNecc) (12). LADNecc peut également étre formé par recombinaison homologue
(HR). Les transposons a ADN (classe 2) autonomes codent une protéine : la transposase (13). Ces protéines se lient
a chacune des extrémités de I'’élément et excisent I'élément de son locus (14) et I'insérent a un nouveau locus (15).
Avant sa ré-insertion, ’ADNec peut étre reconnu par les mécanismes de réparation de 'ADN et étre capturé par le
systéme NHEJ induisant la formation d’ADNecc (16). ADNecc peut également étre formé par HR.



1.2 Les mécanismes de transposition
1.2.1 Mécanisme de « copier-coller »

Le cycle de vie d’un rétrotransposon & LTR est composé de différentes étapes (Figure 3). La
premigére étape de rétrotransposition est initiée par la transcription de 1’élément et les transcrits
migrent dans le cytoplasme ou ils sont utilisés comme matrice pour la traduction et également
comme matrice pour la réverse transcription en double brin d’ADN (Schulman 2013). Dans le
cytoplasme, la polyprotéine est autoclivée et I’interaction entre plusieurs protéines GAG forme
la VLP. A P’intérieur de la VLP, ’ARN messager (ARNm) est réverse-transcrit en ADN
extrachromosomique (ADNec). Cet ADNec nouvellement synthétisé est associé a I’IN et migre
dans le noyau via des mécanismes encore méconnus afin de réintégrer le génome hote et de
créer une nouvelle copie de 1I’é1ément. Ainsi et contrairement aux transposons 8 ADN, a chaque
cycle de rétrotransposition, une nouvelle copie du rétrotransposon est produite et explique
pourquoi les rétrotransposons sont souvent les éléments majoritaires dans les génomes.
Néanmoins, I’ADNec peut également étre reconnu par les mécanismes de réparation de I’ADN
avant sa réinsertion dans le génome et &tre capturé par la voie du Non-Homologous End-Joining
(NHEJ) induisant la formation d’ADN extrachromosomique circulaire (ADNecc). La formation
de ces ADNecc a été démontrée a partir de travaux effectués sur les rétrovirus (Li et al. 2001;
Kilzer et al. 2003). Des ADNecc issus d’ET peuvent également étre formés par recombinaison

homologue (HR) (voir Chapitre 2 page 29).

Sans pression de sélection, les ET accumulent des mutations au cours du temps et peuvent
perdre leur capacité a transposer. Il est en revanche possible de déterminer 1’age de I’insertion
d’un rétrotransposon a LTR en calculant I’identité entre ses deux LTR. En effet, les LTR jouent
un role majeur dans la réverse-transcription de I’ARNm en ADNec (Figure 4) (Schulman 2013).
Les LTR d’un rétrotransposon sont constitué¢s de trois domaines : U5 (unique en 5° de
I’ARNm), R (répété aux deux extrémités de I’ARNm), U3 (unique en 3’ de ’ARNm). La
transcription d’un rétrotransposon a LTR démarre dans le domaine R du LTR en 5’ et se termine
dans le domaine R du LTR 3, ainsi a chaque extrémité du transcrit, une partie de la séquence
du LTR n’est pas transcrite. La réverse-transcription est initiée par la liaison d’un ARN de
transfert (ARNt) du génome hote au PBS (Primer Binding Site) présent en aval du LTR 5’ de
I’¢1ément. La synthése de I’ADN est réalisée de 5° vers 3’. Ce fragment d’ADN synthétisé qui
comporte la séquence U5 et R du LTR, est transféré du c6té 3’ de la matrice d’ARN et s’hybride
au niveau de la région R du LTR. Le brin est alors synthétis¢ du LTR 3’ complet jusqu’au PBS,
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Figure 4. Etapes de la réverse-transcription de TARNm en ADN linéaire double brin (ADNec). L’ARNt du génome
héte se lie au PBS qui sert d’amorce pour initier la réverse-transcription (1). La protéine RNAseH dégrade 'ARN
hybridé a ’ADN nouvellement synthétisé (2). LADN synthétisé est transféré du c6té 3’ de la matrice d’ARN et
s’hybride au niveau de la région R du LTR (3). Le brin entier est synthétisé par la RT (4). La protéine RNAseH dégrade
’ARN excepté le PPT qui résiste a la dégradation (5). La synthése de ’ADN du brin complémentaire démarre au PPT,
utilisé alors comme amorce d’initiation (6). La RNAseH dégrade le PPT et ’ARNt du génome hoéte est libéré de 'ADN
(7). Les deux régions du PBS s’hybrident (8) et la synthése des deux brins s’étend afin de synthétiser entierement la
copie du RT (9). Les fleches indiquent le sens de la réverse-transcription, les pointillés représentent ’ARN dégradé. Le
LTR est divisé en trois régions : U5 (Unique en 5’ de ’ARNm), R (Répété aux deux extrémités de ’ARNm), U3 (Unique
en 3’ de ’ARNm) ; PBS : Primer Binding Site ; PPT : Poly-Purine Tract. Figure adaptée des travaux de Sarafianos et

al. (2001).



le LTR 5’ n’est donc pas synthétisé en entier a ce stade du processus. La synthése du LTR 5’
du brin complémentaire démarre au PPT (Poly-Purine Tract) présent du coté 3” de 1’élément.
La synthese est réalisée de 5’ vers 3°. Le fragment d’ADN complémentaire nouvellement
synthétis¢ comporte la séquence complete du LTR et s’hybride au brin codant au niveau du
PBS. La derniére étape de la réverse-transcription consiste a compléter la synthése des deux
brins afin d’obtenir la séquence complete de 1I’élément. Le processus de réverse-transcription a
¢té¢ caractérisé notamment grace aux travaux réalisés sur le virus du HIV chez ’homme
(Sarafianos et al. 2001; Menéndez-Arias et al. 2017). En définitive, du fait que le LTR d’une
extrémité joue le role de matrice pour synthétiser le deuxiéme LTR, au moment de 1’insertion
d’un rétrotransposon dans le génome, les deux LTR sont identiques. Au fil du temps, des
mutations s’accumulent et les séquences des deux LTR divergent et a ’aide du taux de
substitution moyen, I’age de I’insertion peut étre déterminé a partir de la divergence moyenne
entre les deux LTR (SanMiguel et al. 1998). 11 est donc possible de déterminer si une famille

de rétrotransposons a LTR semble récemment active ou non.
1.2.2 Mécanisme de « couper-coller »

Les transposons @ ADN ont un cycle de transposition qui semble relativement court comparé
aux ¢léments de classe I et se déroule uniquement dans le noyau. Les enzymes transposases
reconnaissent et se lient aux TIR aux deux extrémités de I’élément. L’¢lément est excisé de son
locus et est inséré a un nouveau locus (Figure 3) (Mufioz-Lopez et Garcia-Pérez 2010).
Cependant, avant sa réinsertion, I’ADNec peut étre reconnu par les mécanismes de réparation
de ’ADN (NHEJ ou HR) induisant la formation d’ADNecc (Li et al. 2001; Sundaresan et
Freeling 2007). Paradoxalement a leur mécanisme de transposition, il s’avére que certaines
familles de transposons @ ADN ont largement proliféré dans les génomes hotes (exemple de
mPing chez le riz (Jiang et al. 2003) et de Heartbreaker chez le mais (Zhang et al. 2000)). Deux
hypotheses ont été avancées pour expliquer la création de nouvelles copies par les transposons
a ADN (Feschotte et Pritham 2007). La premiére est que lorsque le transposon s'excise de son
locus, si 1'élément est présent sur la chromatide sceur, le site excisé peut étre réparé par
recombinaison et 1'élément est ainsi réintroduit au locus excisé. La deuxieme hypothese
implique que durant la phase de réplication de I'ADN, le transposon s'excise de son locus
nouvellement répliqué et se réinsere a un locus non encore répliqué. La deuxieme hypothéese a
été étayée par une étude sur les transposons IS de bactérie dont la transposition serait couplée

a la réplication de I’hdte (Ton-Hoang et al. 2010).
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1.3 Distribution des éléments transposables au sein des génomes hotes

La distribution des ET differe selon les familles d’ET et selon les génomes. Le site d’insertion
d’un ET dans le génome influence fortement le devenir de cet élément. En effet, les ET qui
s’inserent préférentiellement dans des régions géniques auront tendance a se multiplier plus
rapidement car c’est un environnement favorable a la transcription. En revanche, les possibilités
d’étre détectés et silencés par I’hdte seront plus élevées. Par exemple, les transposons 8 ADN
Mutator chez le mais et Pack-MULE chez le riz et les MITE mPing chez le riz, ciblent
spécifiquement les régions riches en génes (Liu et al. 2009; Naito et al. 2009; Jiang et al. 2011).
Au contraire, certaines familles s’insérent dans des régions « safe havens » pauvres en genes,
telles que les régions centromériques ou péricentromériques devenant alors des « cimetiéres »
a ET ou les ¢éléments restent inactifs et perdent rapidement leur capacité a transposer (Chuong

etal. 2016a).

Les sites d’intégration des ET sont directement liés aux propriétés des enzymes qui interagissent
avec I’ADN pour permettre I’insertion d’une nouvelle copie dans le génome hote. L’interaction
de I’enzyme avec le génome hote differe selon I’enzyme et induit indirectement une variabilité
et des spécificités des sites ciblés par 1’élément. A titre d’exemple, I’élément LINE L1 trés actif
chez les mammiferes (Richardson et al. 2014), est spécifiquement inséré dans des régions riches
en T. La queue polyadénylée (polyA) de ’ARNm de L1 interagit avec des sites riches en T et
la réverse-transcription a lieu au site d’intégration ce qui explique la spécificité d’insertion de
L1 (Sultana et al. 2017). En revanche, les transposases des transposons a ADN et les IN des
rétrotransposons a LTR ciblent de courtes séquences d’ADN réparties sur 1’ensemble du
génome hote suggérant que les transposons a ADN et les rétrotransposons a LTR ont peu de
sites spécifiques d’insertions. Il existe cependant des exceptions comme par exemple le
rétrotransposon ZAM chez Drosophila melanogaster qui reconnait et s’inse¢re spécifiquement

dans des sites CGCGCG (Faye et al. 2008; Sultana et al. 2017).

Néanmoins, au-dela des spécificités enzymatiques de chacun des mécanismes de transposition,
des facteurs chromatiniens et nucléaires jouent également un role dans I’intégration des ET. Par
exemple chez Arabidopsis, Tsukahara et al. (2012) ont étudié¢ la spécificité d’insertion de
certains rétrotransposons a LTR actifs dans deux especes d’Arabidopsis. Les auteurs ont

remarqué que les néo-insertions du rétrotransposon Evadé (ATCOPIA93) étaient localisées dans
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des régions géniques chez Arabidopsis thaliana contrairement a 1’élément Evadé-like présent
dans le génome d’A. lyrata qui s’insere préférentiellement dans les régions répétées
centromériques. Afin de comprendre les spécificités d’insertions des ET, les auteurs ont
introduit Iélément Evadé-like dans le génome d’A. thaliana et ont montré que les néo-insertions
d’Evadé-like étaient spécifiquement localisées dans une séquence satellite répétée en tandem
dans les centroméres d’A. thaliana (Tsukahara et al. 2012). Or, les séquences satellites
centromériques évoluent rapidement et méme si les deux especes d’Arabidopsis sont des
especes proches, les séquences satellites sont divergentes (environ 30%) au sein des deux
génomes (Kawabe et Nasuda 2005). Evadé et Evadé-like ont des sites d’insertions spécifiques
différents et les auteurs suggérent qu’Evadé-like pourrait reconnaitre des marques
caractéristiques des centromeéres et qui expliquerait sa spécificité d’insertion (Tsukahara et al.
2012). De maniere plus générale, les régions hétérochromatiques sont trés riches en ET et de
nombreuses études ont montré des biais d’insertions de certaines familles d’ET (Bushman
2003; Pereira 2004; Baucom et al. 2009). L’abondance d’ET dans 1I’hétérochromatine versus
I’euchromatine semble étre induite par des interactions spécifiques entre des ET et des marques
épigénétiques associées avec 1’hétérochromatine (Gao et al. 2008). Certains chercheurs ont
¢galement suggéré que le mécanisme de réparation de I’ADN étant moins efficace dans
I’hétérochromatine, les cassures d’ADN pourraient alors favoriser I’insertion d’ET (Dimitri
1997). La présence de ces ET dans I’hétérochromatine pourrait &tre un mécanisme sélectionné
par les génomes hotes pour maintenir les marques épigénétiques répressives afin de conserver
la compaction de I’ADN caractéristique de 1’hétérochromatine (Lippman et al. 2004; Slotkin et

Martienssen 2007).

Finalement, la distribution des ET a 1’échelle d’un génome peut ¢galement traduire le niveau
d’activité¢ des ET au sein du génome. Chez Arabidopsis thaliana, malgré des ET spécifiques
des régions géniques (cf. Evadé), les ET sont trés majoritairement présents dans les régions
centromériques et péricentromériques contrairement aux autres plantes qui ont un génome plus
grand et une proportion d’ET plus importante telles que le riz Oryza sativa ou les ET sont
distribués tout le long des chromosomes (Mirouze et Vitte 2014). Les copies d’ET accumulées
dans les régions centromériques et péricentromériques s’éliminent plus lentement que les copies
insérées dans les régions géniques. La différence de temps d’élimination entre les ET est
expliquée par (1) I’absence de pression de sélection, (2) par ’accumulation de mutations

spontanées et (3) par un faible taux de recombinaison dans les régions centromériques et
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péricentromériques (Wright et al. 2003). La prédominance de copies d’ET dans ces régions
semble témoigner de la faible activité des ET chez Arabidopsis contrairement au riz.

Outre le devenir propre de I’ET, I’environnement dans lequel I’¢1ément s’insere peut fortement
moduler le devenir de la cellule ou de I’organisme hote. Afin de controler leur prolifération et

de réprimer leur pouvoir mutagene les ET sont strictement régulés par 1’hote.

2. Mécanismes de controle des éléments transposables

Les organismes hotes ont développé de rigoureux mécanismes épigénétiques tels que la
méthylation de I’ADN assurant une répression stable de la transcription des ET et un controle
de leur prolifération. Au cours des divisions cellulaires, la méthylation de I’ADN est maintenue
par des méthyltransférases de maintenance alors que les jeunes copies d’ET sont ciblées par de
la méthylation de novo initiée par un mécanisme spécifique des plantes la voie appelée RADM
(RNA-dependent DNA Methylation). De plus en plus d’études épigénétiques sont réalisées chez
le riz et les principaux régulateurs de la méthylation de I’ADN sont aujourd’hui identifiés. Nous
avons regroupé les connaissances actuelles sur les régulations épigénétiques et plus précisément
sur les acteurs de la méthylation de I’ADN dans une revue publiée dans le journal Epigenomes.
Je renvoie le lecteur a cette revue pour la partie descriptive des mécanismes de méthylation
notamment chez le riz. Dans cette revue, nous avons également discuté de I’importance de la
méthylation de I’ADN dans le controle des caractéres agronomiques et des futures perspectives
a considérer dans ce domaine. Je terminerai cette partie en détaillant plus précisément certaines
conditions particuliéres dans lesquelles les mécanismes épigénétiques peuvent étre relachés et

conduire a la réactivation des ET.
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Abstract: The challenge of sustaining food security in the context of global changes is at the heart
of plant research. Environmental stresses, in particular, are known to impact genome stability and
epigenetic mechanisms. Epigenetic pathways are well characterized in plants, particularly in the
dicotyledon model plant Arabidopsis thaliana, but an increasing number of epigenetic and epigenomic
studies are also performed on rice (Oryza sativa). Rice represents a major food crop of worldwide
importance and is also a good model for monocotyledons owing to its relatively small genome size
and fully sequenced well-annotated genome. Today, the main regulators of DNA methylation are
identified in rice. Moreover, compared to Arabidopsis, rice has an important evolutionary history due
to human selection since its domestication. DNA methylation may be involved in both adaptation
and agronomic performances and thus, a better understanding of epigenetic regulations in rice should
contribute to improving the adaptation of crops to a changing environment. In this review, we expose
the current knowledge on DNA methylation in rice and future perspectives to be considered.

Keywords: epigenetics; epigenomics; Oryza sativa;, Arabidopsis thaliana; DNA methylation;
transposable elements; siRNAs

1. Introduction

Epigenetics is defined as the study of chromatin marks including DNA methylation and histones
post-translational modifications. Chromatin accessibility modulates DNA replication and repair,
expression of genes and transposable elements (TEs) activity in both plants and animals. In plants,
cytosine methylation occurs at three contexts (CG, CHG, and CHH; where His A, T, or C) whereas in
mammals mainly CG dinucleotides are methylated [1]. In addition, genome-wide DNA methylation
profiles are different between plants and mammals. Indeed, mammalian genomes are strongly
methylated: for example in human embryonic stem cells 72-85% of CGs are methylated [2] compared
to Arabidopsis thaliana where the methylation levels are 24% for CGs, 6.7% for CHGs, and 1.7% for
CHHs, respectively [3]. DNA methylation is predominantly found at TEs and repeats, ensuring the
maintenance of TEs silencing. Furthermore, DNA methylation is involved in important developmental
processes and stress responses in both plants and animals [4,5]. Epigenetic regulatory mechanisms
affect the reproductive development, flowering regulation, and stress responses and thus could
potentially play a role in crop improvement [6].

Asian rice (Oryza sativa) is one of the most important food crops worldwide and is the best model
for cereal genomics. Interest for rice research also resides in the rich source of genetic diversity of the
species. Whether epigenetic mechanisms and epigenomic variations have accumulated during the long
history of selection and domestication in rice and could contribute to adaptation and agronomic traits is
amajor question in rice research. Epigenetic regulations have been dissected in great detail in A. thaliana,
but are still poorly characterized in rice, although recent studies have shed some light on epigenetic
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regulation in this crop and we refer the reader to excellent recent reviews [7,8]. Here, we first discuss
the relevance of epigenetic regulations for breeding through recent examples of epigenetic control of
agricultural traits in rice, and we then focus our review on recent work deciphering the epigenetic
regulators involved in the maintenance and establishment of DNA methylation in this species.

2. Epigenetic Regulations Are Involved in Agricultural/Adaptive Traits

In both Arabidopsis and rice, the crucial role of DNA methylation is well established in
various developmental processes such as seed/embryo development, gametophyte development,
and flowering time control [9-14]. Furthermore, epimutations (DNA methylation variations) can be
heritable or reversible and thus, might allow phenotypic variation and quick response to environmental
changes [15,16]. In A. thaliana, a massive analysis of 1107 methylomes from the 1001 Genomes collection
demonstrates that the intraspecies epigenomic diversity extent can be correlated with both climate
and geographical origin [17]. These natural and spontaneous DNA methylation variations induce
alterations of gene transcription and can induce the emergence of new adaptive traits.

Indeed, in plants, many analyses have demonstrated the role of DNA methylation in stress
responses [18] and in rice the number of epigenetic studies in stress conditions is increasing.
For example, Secco et al. [19] have shown the impact of inorganic phosphate (Pi) deficiency on
gene transcription and DNA methylation patterns in rice and in Arabidopsis. They identified more
differentially methylated regions (DMRs) in response to Pi starvation in rice compared to Arabidopsis.
These DNA methylation changes occur mainly at TEs located near to Pi starvation-induced (PSI) genes.
They observed that these specific TEs are hypermethylated in response to Pi starvation, suggesting a
mechanism repressing their activity in order to limit their deleterious effects and to facilitate PSI gene
transcription. These differences could be explained by significant differences of TE density (15% of the
genome in Arabidopsis vs. 40% in O. sativa).

Rice productivity is also affected by two major stresses, salinity and water deficit. Garg et al. [20]
identified DMRs associated with differential expression of genes involved in abiotic stress responses in
three cultivars—one stress sensitive and two drought and salinity tolerant, respectively—in normal
conditions. These DMRs could explain the resistance phenotype. In addition, Wang et al. [21]
demonstrated that, under drought conditions, a drought-resistant genotype has a more stable
methylome than a drought-sensitive genotype, suggesting again the influence of DNA methylation
in abiotic stress response. Interestingly, drought-induced epimutations seem to be non-random and
are inherited from generation to generation [22]. Finally, new questions emerge on agricultural
practices and on the impact of exposition to pesticides or heavy metal in the soil. Recent studies [23,24]
demonstrated that DNA methylation patterns are affected in rice exposed to these substances.

Epigenomic diversity is strongly influenced by TE content and activity [25]. TEs contribute
to plant evolution [26] and could influence agricultural traits [27,28]. A picture is emerging where
TE polymorphisms and their associated epigenetic marks could contribute to the evolution of gene
networks [29] and play a key role in adaptation [30]. Beneficial roles of TEs in rice are reviewed by
Song and Cao [31]. One example recently discovered in rice is the natural epiallele Epi-ravé [22].
The hypomethylation of a MITE (Miniature Inverted-Repeat Transposable Element) inserted in
the RAV6 promoter induces an over-expression of the gene, resulting in an increase in leaf angle.
Undoubtedly, TEs represent a new source of adaptive traits for crop breeding.

Overall, these observations highlight the importance of epigenetic mechanisms in stress responses
and raise the question of the molecular actors involved. Furthermore, the seminal work on Arabidopsis
epigenetic recombinant inbred lines [32,33] has shown that basic knowledge on epigenetic mutation
is instrumental if one wants to introduce epigenetic diversity using crosses between mutant and
wild type plants. Growing literature on rice epigenetic mutants starts to build a picture of epigenetic
regulations in this species. Here, we focus on mutants affecting DNA methylation, as the best-studied
epigenetic mark so far.
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3. Main Regulators of DNA Methylation in Rice

The methylome (genome-wide DNA methylation) is monitored by DNA methyltransferases
(DNA METs), and for some part maintained during replication and thus transmitted across cell
divisions. A more dynamic part of the methylome is controlled by 24-nucleotide, small interfering
RNAs (siRNAs) via an RNA-directed DNA methylation (RADM) pathway involving DNA MET
activity. In plants, at least three classes (or three major classes) of DNA MET genes have been identified:
DNA methyltransferases (METs), plant specific chromomethyltransferases (CMTs), and domain
rearranged methyltransferases (DRMs). Genes directly or indirectly involved in DNA methylation are
listed in Table 1 and studies on the corresponding rice mutants are detailed. Of note, most of these
mutants have been produced by callus culture (Tos17 insertion, T-DNA, or RNA interference (RNAi)
techniques) also known to affect DNA methylation [34] and TE activity. Results should therefore be
interpreted with caution.

In A. thaliana, MET1, the ortholog of the mammalian Dnmt1 [35], is the major CG methylase and
ensures the maintenance of CG methylation [11]. In rice, two closely related putative MET1 genes
are present: OsMET1-1 and OsMET1-2 [36]. The loss-of-function mutant Osmet1-2 presents strong
developmental defects in seed development and vegetative growth [37]. The global CG methylation
level is reduced by 76% in the homozygous Osmet1-2 mutant compared to the wild type (WT). CHG and
CHH methylation are also affected (6.6 and 43%, respectively). However, the genome-wide CG
methylation level in the Arabidopsis met1 mutant is decreased by 98%, suggesting a redundant function
between OsMET1-1 and OsMET1-2 in rice. Nevertheless, Osmet1-1 mutants do not show discernible
developmental phenotype [38] and thus, OsMET1-1 seems to have a minimal and/or redundant
function in the maintenance of CG methylation. Consistently, OsMET1-2 is expressed at higher levels
than OsMET1-1 [37]. Gene expression is largely altered in Osmet1-2 (13% misregulated genes) while it
is only slightly affected in A. thaliana met1 mutant (2%), suggesting that a large proportion of genes are
regulated directly or indirectly by DNA methylation in rice. Lastly, both transcriptional activity of TEs
and 24 nucleotide (nt) siRNA production are disturbed in Osmet1-2 mutant, indicating that OsMET1-2
could be involved in transcriptional silencing of TEs [37].

CMTs are plant-specific DNA METs, characterized by the presence of a chromo (chromatin
organization modifier) domain and a bromo-adjacent homology (BAH) domain in the N-terminal
region. In Arabidopsis, three CMT genes have been identified: CMT2 is known to establish CHH
methylation [39] while CMT3 is a major CHG MET [1,40,41]. CMT1 is only weakly expressed
and its function is still unknown [42]. In rice, there are three CMT genes: OsCMT2, OsCMT3a,
and OsCMT3b. OsCMT3a is the only functional CMT3 ortholog and is involved in the maintenance
of DNA hypermethylation at CHG sites during DNA replication [43]. The loss-of-function Oscmt3a
mutation affects the expression of genes and TEs [43]. TEs are predominantly transcriptionally
activated and transgenerational TE mobility is observed in mutants confirming the role of OsCMT3a
in their control. In contrast to Arabidopsis cmt3, Oscmt3a mutant displays pleiotropic developmental
phenotypes: early flowering, short stature, and low fertility. Oscmt3b mutant does not present any
morphological abnormality and OsCMT3b is expressed only in panicles, suggesting that OsCMT3b
could play a minor role in CHG methylation. Finally OsCMT?2 is closely related to CMT2 [43],
suggesting that OsCMT2 may play a role in CHH methylation, although no Oscmt2 mutant is
described yet.
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Table 1. Genes involved in DNA methylation in rice.
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Proteins Locus ID Mutation Expression Description/Phenotype Functions References
OSMET1-2 (DNA LOC_Os T-DNA insertion All germinated seedlings ~ Maintain DNA methylation at CG sites
METHYLTRANSFERASE 1) 0708500 (Tos17) KO ndergo quick necrotic death (N8 DNA replication. Two copies (37,441
8 undergo quick necrotic dea METI-1 and METI-2
OsDRM1a LOC_Os / / Downregulated by jasmonic acid
Maint e of 11g01810 Not expressed, lack of [45]
. methyltransferase motifs
DNA methylation OsDRM1b LOC_Os / / Downregulated by jasmonic acid Y
12g01800
OsCMT3 No difference in the vegetative
(CHROMOMETHY LOC_Os T-DNA insertion KO phase. Early reproductive stage, Man?tam DNA methylatu?n a? CHG [43,44]
10g01570 (Tos17) 15% shorter stature and sites during DNA replication
LTRANSFERASE) o
decreased fertility
93% identity between both DDM1 Remodeling histones ATPases.
OsDDM1a (DECREASE in LOC_Os . homologs; dwarf phenotype; Maintenance of cytosine methylation;
Chromatin DNA METHYLATION) 09g27060 RNAi mutants KD hypomethylation in later Required for maintenance of TE [4647]
remodeler generations of selfed progenies silencing
OsDDM1b (DECREASED in LOC_Os . . . .
DNA METHYLATION) 03g51230 RNAi mutants KD / Maintenance of cytosine methylation [46,47]
. Reduction of vegetative growth .
OsDRM2 (DOMAINS Gene targeting and semi-dwarf phenotype. De novo DNA methylation at CHH
LOC_Os through L sites directed by siRNAs. Major
REARRANGED 03202010 h 1 KO Reduction in the de novo DRM1/2- thylt P [44,45,48,49]
METHYLTRANSFERASE) & OmMOIogoUs methylation at transposons and type methyltransferase gene
recombinaison in rice
5S repeat sequences
Pleiotropic phenotypes affecting
agricultural traits: plant height, Biogenesis of 24-nt long miRNAs
OsDCL3a (DICER LIKE LOC_Os . angle of flag leaf, smaller panicles. (ImiRNAs) which can direct DNA
PROTEIN 3) 01g68120 RNAi mutant KD Similar phenotypes as RNAi methylation (cis and trans); 24 nt [50-52]
mutants of AGO4ab-1 and siRNA biogenesis
RDR2-2
RdDM Panicle and early seed-specific and
OsDCL3b (DICER LIKE LOC_Os . require for 24 nt phased small RNAs.
PROTEIN 3) 1034430 RNAi mutant Kb / DCL3a is expressed at a much higher 50,531
level than DCL3b
OsDCL4 (DICER LIKE LOC_Os Severe spikelet defects including 5, o ocic of 21 nt SIRNA in panicles
/ KO thread-like lemma and male . [53,54]
PROTEIN 4) 04g43050 s and seedlings
sterility
Role in the production and
amplification of exogenous,
OsRDRI1 (RNA g . . Ephemeral phenotypic virus-derived siRNAs (vsiRNAs) in
DEPENDENT RNA 520 (5:6323 T DI\II;O;I]I;TI"(IOH KO fluctuations occurred only under infected plants and in some abiotic [55]
POLYMERASE 1) 8 some abiotic stress conditions stress responses. Role in maintaining

the intrinsic locus-specific CHH
methylation patterns
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Table 1. Cont.

Proteins Locus ID Mutation Expression Description/Phenotype Functions References
OsRDR2 (RNA LOC O Similar phenotypes as RNAi Role not studied yet but could be
DEPENDENT RNA 04 39‘1 6; RNAi mutant KD mutants of AGO4ab-1 and similar to AtRDR2 (according to its [50]
POLYMERASE 2) & OsDCL3a. expression pattern)
OsRDR6 (RNA LOC Os Temperature Biogenesis of 21 nt and 24 nt siRNAs
DEPENDENT RNA 01234350 SNP (G->T) de pen dent Spikelet defects (different from Arabidopsis) and [53,56]
POLYMERASE 6) & P resistance against virus
LOC_Os Similar phenotypes as RNAi
AGO4a/AGO4b 01g16870/LOC_Os RNAIi mutants KD mutants of OsDCL3a and RDR2-2 High similarity with Arabidopsis AGO4 [50]
04g06770
RdADM
LOC_Os
OSAGOTs (4 OSATOL 02g45070/L0C_Os
& 4 04g47870/LOC_Os RNAIi mutants KD Various developmental defects miRNA mediated gene regulation [50]
OsAGO1b, OsAGOlc,
0sAGO1d) 02g58490/LOC_Os
06851310
Seedling lethality due to defects
of SAM maintenance or
LOC O pleiotropic phenotypes in leaf Methylates 3’ terminal nucleotide of
WAF1 (WAVY LEAF1) o7 06_97(5) NMU mutagenesis KO morphology and floral siRNAs; HEN1 (HUA ENHANCER 1) [57]
& development. Phenotypes similar homolog
to shol and sho2 mutants deficient
in DCL4 and AGO?, respectively
There are 4 ROS1 orthologs (ROSla-d).
ROS1a is the most expressed gene
OsROS1a (1;10 %‘ 9003 knock-in targeting KO Sev;re underd}:}veli)ped compared to ROS1b-d. ROSla and [58]
& endosperm phenotype Arabidopsis DME gene could have
analogous functions in the endosperm
5-meC DNA . . The progeny of roslc mutant ROS1a and ROS1c could play different
glycosylase/lyases DNG701 (OsROS1c) LOC_Os T-DNA ms'ertlon, KO; KD; OE present two seed phenotypes, roles in seed development. Could be [58,59]
05g37350 RNAi . . . o
normal seeds and wrinkled seeds  involved in the control of transposition.
LOC_Os
DML3a ;Efgf/gi LIKE3)  4628860/LOC_Os / / / / [10,58]
02g29380

DDMI: decrease in DNA methylation; KD: knock-down; KO: knock-out; NMU: N-nitroso-N-methylurethane; OE: over-expressed; SAM: shoot apical meristem; t-DNA: transfer DNA.
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DRM is required for the maintenance of non-CG methylation and for de novo methylation in all
the three contexts CG, CHG, and CHH [60]. In Arabidopsis, de novo methylation is established by the
RdADM pathways where siRNAs guide DRM2 to the region to be methylated [61]. DRM2, which is
homologous to mammalian Dnmt3, is also functionally redundant with CMT3 in the maintenance
of non-CG methylation at many loci [62]. DRM2 is expressed at much higher levels than DRM1 and
suggests that DRM2 is the predominant de novo DNA MET in Arabidopsis [63]. In rice, homozygous
Osdrm?2 mutants show severe developmental defects such as a semi-dwarfed phenotype, reductions
in tiller number, abnormal panicle architecture, and complete sterility [45]. The genome-wide DNA
methylation level is reduced to 17% in Osdrm2 compared to the WT and the RADM pathway is deficient.
In contrast to Arabidopsis, OsDRM2 is the major CHH MET in rice [46]. Heterologous expression of
OsDRM?2 in yeast confirmed that OsDRM2 could methylate DNA de novo [48]. In rice, two other DRM
genes were identified respectively, DRM1a and DRM1b. These two genes are not expressed and might
not encode functional DNA METs [45].

In addition to DNA METs, DNA methylation is regulated by chromatin factors. DDM1
(DECREASE IN DNA METHYLATION 1), a SWItch/Sucrose Non-Fermentable (SWI2/SNF2)-like
chromatin remodeling protein, is necessary to maintain DNA methylation in Arabidopsis [64,65].
Two genes are orthologous of DDM]1 in rice designated as OsDDM1a and OsDDM1b. These two
genes share 93% similarity and their expression patterns are also similar. Interestingly, only the
double mutants Osddm1a and Osddm1b show severe developmental defaults and a complete sterility,
suggesting functional redundancy [46,47]. The global DNA methylation level is reduced by 54%
in the double mutant Osddmla Osddm1b compared to the WT. Genome-wide analyses of DNA
methylation have shown that OsDDM1 is involved in both CG and CHG methylation at euchromatic
and heterochromatic regions but is also involved in CHH methylation of small TEs such as MITEs
mainly located in euchromatic regions [46]. Transcriptomic analyses in Arabidopsis ddm1 mutants have
shown an important deregulation of gene transcription [39,66] suggesting that OsDDM1 could also
play a role in gene regulation and ensure normal plant development.

In plants, DNA demethylation is ensured by 5-meC DNA glycosylase enzymes that are encoded
by four genes in Arabidopsis: REPRESSOR OF SILENCING (ROS1) [67], DEMETER (DME) [68],
DEMETER-LIKE2 (DML2) AND DEMETER-LIKE3 (DML3) [69]. In rice, phylogenetic analyses
identified six DNA glycosylases: 4 ROS1 homologs (ROSla-d) and two DML3 (DML3a and DML3b)
homologs and no DME homolog [10]. Expression analysis showed that ROS1a is the most expressed
gene compared to ROS1b—d and DML3a-b in the five tissues tested (seedling leaf, seedling root,
anther, pistil, and immature seed) [58]. Maternal null ros1a mutants present severe underdeveloped
endosperm phenotype, reminiscent of the dme mutant phenotype in Arabidopsis, suggesting that ROS1a
and DME could have analogous functions in the endosperm. Even if the DNA glycosylase function of
ROS1a is not demonstrated yet, maternal and paternal null ros1a alleles are not transmitted to the next
generation, suggesting that DNA methylation level play important roles in gametophyte development.
Characterization of the ROS1¢/DNG701 gene [59] showed that ROSlc is required for the demethylation
of the Tos17 retrotransposon in rice calli, therefore suggesting it could be involved in the control of
transposition. In addition, the progeny of the knockout mutant ros1c present a proportion of 10% of
wrinkled seeds that could be due to the impact of the mutation on the endosperm hypomethylation.
The cause of this phenotype and its low penetrance is yet unknown. It is less pronounced in the rosla
mutant, suggesting that ROS1a and ROSlc could play different roles in seed development.

Altogether these studies have shown that rice mutants affected in the DNA methylation machinery
present severe developmental phenotypes in both vegetative and reproductive stages in contrast to
Arabidopsis. In addition, a clear difference of DNA methylation patterns at the chromosome-wide level
is observed between both species [70]. Here again, these differences could be explained by significant
differences of TE density. Plant species with a high TE content (O. sativa, Zea mays, etc.) seem to require
more robust DNA methylation mechanisms than species with a low TE content such as Arabidopsis.
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In maize for instance, genetic perturbation of the methylome lead to developmental phenotypes and
some mutant combination cannot be recovered due to lethality [71].

4. Establishment of De Novo DNA Methylation

TEs are mobile genetic elements able to proliferate in their host genomes. They represent a main
source of genomic diversity and an evolutionary force in both plants and animals. Host genomes
have established strong regulations and young TE copies are silenced by epigenetic marks such as
cytosine methylation, ensuring a stable repression of TE expression and preventing their proliferation.
As mentioned above, de novo DNA methylation can be initiated via the RdADM mechanism,
a plant-specific pathway through which siRNAs target homologous DNA regions to methylate it.
The RADM pathway is well characterized in Arabidopsis [72,73] but largely unstudied in rice. In this
part, we will detail RADM pathways based on the model plant A. thaliana (Figure 4a) to highlight
a comprehensive overview of what have been identified in rice (Figure 4b).
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Figure 1. RNA-directed DNA methylation (RADM) pathways in Arabidopsis and in rice.
(a) In Arabidopsis, the “canonical” RADM pathway (right panel) is initiated by the RNA polymerase
IV (Pol IV) that generates a single strand RNA (ssRNA) of the target locus which is a template for the
RNA-dependent RNA polymerase 2 (RDR2) to generate a double strand RNA (dsRNA). DICER-like
3 (DCL3) cleaves dsRNAs to 24 nucleotide (nt) siRNAs then loaded into ARGONAUTE 4 (AGO4).
AGO4-bound siRNAs can base-pair with the nascent RNA polymerase V (Pol V) transcript or with
DNA leading to the recruitment of DRM2 to establish de novo methylation of the target locus and
to mediate transcriptional gene silencing (TGS) of transposable elements (TEs). The “non-canonical”
pathway (left panel) incorporate components that are typically associated with post-transcriptional
gene silencing (PTGS). A young TE copy, future RADM target, is transcribed by RNA polymerase
II (Pol II) to produce mRNAs. Some of these Pol II transcripts can be converted into dsRNAs by
RDR6 and processed by DCL2 and DCL4 into 21-22 nt siRNAs, resulting in AGO1-mediated PTGS
by the cleavage of TE mRNAs. These dsRNAs can also initiate de novo DNA methylation by three
independent pathways: RDR6-DCL3-RdDM, RDR6-RdDM, and DCL3-RdDM involving AGO2, Pol V,
and DRM2. These non-canonical pathways enhance methylation and reinforce TGS. A transition from



Epigenomes 2017, 1, 10 8of13

PTGS to TGS occurs when high levels of Pol II and RDR6-dependent dsRNAs saturate DCL2 and
DCL4 enzymes and become available for processing by DCL3, which produces 24 nt siRNAs that
trigger canonical RADM and TGS of TEs. (b) In rice, only some genes involved in RADM pathways
are functionally characterized. DCLs, AGOs, and RDRs are encoded by one of the largest multigene
families and some genes, like OsAGO4a and OsAGO4b or OsRDR2 and OsRDR6 seem to have functional
redundancy. However, OsDCL3a and OsDCL3b seem to have some similar roles, OsDCL3b being mostly
involved in panicle and early seed development. Dotted lines represent hypothetical pathways or
hypothetical proteins, not yet characterized.

Main classes of regulators involved in this complex mechanism include: RNAi machinery ensured
by Dicer-like (DCL), Argonaute (AGO), and RNA-dependent RNA polymerases (RDRs) genes families,
de novo MET DRMs and two plant-specific RNA polymerases Pol IV and Pol V. The “canonical”
RdDM pathway is initiated by Pol IV which generates a single strand RNA (ssRNA) of the target locus
which is a template for RDR2 to generate a double strand RNA (dsRNA). DCL3 cleaves dsRNAs to
24 nucleotides siRNAs (24 nt siRNAs) which are stabilized by methylation at their 3'-OH groups by
HUA ENHANCER 1 (HEN1) and loaded into AGO4. AGO4-bound siRNAs can base-pair with the
nascent Pol V transcript or with DNA [74], leading to the recruitment of DRM2 to establish de novo
methylation of the target locus and to mediate transcriptional gene silencing (TGS) of TEs.

In addition to the canonical pathway, various “non-canonical” forms of RdADM have recently been
identified in Arabidopsis [73]. These mechanisms partly incorporate components that are typically
associated with post-transcriptional gene silencing (PTGS). Initially, future RdDM targets—for instance,
a young TE copy—are transcribed by Pol II to produce mRNAs. Some of these Pol II transcripts can be
converted to dsRNAs by RDR6 and processed by DCL2 and DCL4 into 21-22 nt siRNAs, resulting
in AGO1-mediated PTGS by the cleavage of TE mRNAs. However, these dsRNAs can also initiate
de novo DNA methylation by three independent pathways: RDR6-DCL3-RdDM, RDR6-RdDM,
and DCL3-RdDM involving AGO2, Pol V, and DRM2. These non-canonical pathways enhance
methylation and reinforce TGS. A transition from PTGS to TGS occurs when high levels of Pol II- and
RDR6-dependent dsRNAs saturate DCL2 and DCL4 enzymes and become available for processing by
DCL3, which produces 24 nt siRNAs that trigger canonical RADM and TGS of TEs. Finally, RdDM
mechanisms seem to be able to compensate for each other [75].

So far, only some of the rice RADM machinery components have been functionally characterized
by using RNAi mutants and expression analyses [50]. In plants, DCLs, AGOs, and RDRs are encoded
by small multigenic families and curiously in rice these families gather 32 genes, one of the largest
numbers of these genes among the plant species analyzed so far. These results suggest that there is a
complex and robust network of siRNAs in rice [76]. Nevertheless, only a few genes have been fully
identified as partners in the RADM mechanism. For example, OsDCL3a is involved in 24 nt siRNA
processing [51]. RADM mutants display several developmental alterations as lower plant height and
smaller panicles compared to WT. RNAi mutants of OsAGO4a and OsAGO4b, homologs of Arabidopsis
AGO4 [52], and RNAi mutant of OsRDR2 have similar phenotypes suggesting that OsRDR2 and
OsAGO4ab are involved in the same pathway. The function of OsRDR?2 is not clearly established yet its
expression pattern is similar to RDR2 in Arabidopsis at earlier stages of flower development, suggesting
a similar role [50]. OsRDRG6 is involved in the biogenesis of 21 and 24 nt siRNAs [53,56] suggesting
a possible redundancy between OsRDR2 and OsRDR6. In addition, the loss-of-function of OsRDR1
causes alteration of CHH methylation indicating a possible role in the RADM pathway [55]. Finally,
WAVY LEAF1 (WAF1) has been identified as an ortholog of Arabidopsis HEN1. Rice wafl mutants show
strong pleiotropic phenotypes and do not survive 10 days after germination. Abe et al. [57] have shown
that the siRNAs abundance was decreased in this mutant compared to WT. Finally, as in Arabidopsis,
WAF]1 is required for the stabilization of siRNAs.

RNA polymerases are composed of at least 12 subunits, forming a large holoenzyme [77]. Nuclear
RNA Polymerases D and E (NRPD and NRPE) are specific subunits of Pol IV and Pol V, respectively,
and are derived from the duplication of Pol II subunit, NRPB [78]. Orthologs of NRPD and NRPE have
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been identified in rice [79] and present the same domain structure as in Arabidopsis. No study has been
published yet on Pol IV and Pol V in rice nevertheless similarities of structure suggest a similar role.

Interestingly, no rice knockout mutant has been described for any of the early actors of the RdADM
pathway, so far [76]. The difficulty of obtaining such mutants suggests that they could be sterile and
weak alleles or RNAI lines could be of interest. This might also underline the more drastic effect
of affecting the RADM pathway in this species than in A. thaliana. Recently, Bousios and Gaut [80]
discussed the importance of studying epigenetic mechanisms in a wide range of species. Indeed, due to
the singularities of the A. thaliana genome (small genome with weak TE activity), the generalization of
the current epigenetic model to plants at large may not be fully relevant. There is therefore a need for
a comprehensive study of these mechanisms in another model species, such as rice.

5. Conclusions and Perspectives

Food security and climate changes are serious global concerns and it is now well established
that epigenetic regulations are strongly influenced by the environment and could provide a reversible
yet heritable source of variation for rapid adaptation. Rice is one of the most important food crops
worldwide and its evolution is explained by a long history of selection and domestication. Natural
epimutations have accumulated in this species and we propose that they could contribute to adaptation
and to agronomic traits in this species. Over recent years, the number of rice epigenetic studies has
significantly increased. In response to different stresses, rice epialleles have been identified and are
correlated with the appearance of new adaptive traits. Nevertheless, the underlying mechanisms are
still unclear and lots of questions remain unanswered. Massive comparative studies of rice varieties
will provide an opportunity to improve our knowledge of epigenetic regulations and also to identify
new agronomically interesting epialleles. Finally, the fact that epigenetic mechanisms are closely linked
to TE content and are thus species-specific, stresses the importance of expanding these epigenetic
studies to a large number of crop species.
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Figure 5. Modéle pour le contrdle de I’activité des ET au cours du développement et en conditions
de stress chez le riz. (a) Durant le développement végétatif, la plupart des ET sont épigénétiquement
contrblés (étoiles: méthylation de ’ADN) et non ou faiblement transcrits. (b) De plus, le modéle actuel sur le
contréle épigénétique des ET propose que la transmission des marques épigénétiques a la génération
suivante impliqgue une ré-activation transcriptionnelle transitoire des ET dans les cellules centrales du
gamétophyte femelle et (c) dans la cellule végétative du gamétophyte male (grain de pollen) (Martinez et
Kohler, 2017). Le modéle suggére que la réactivation transcriptionnelle des ET conduit a la production de
petits ARN (siRNA) de 21nt et de 24nt qui migrent respectivement vers I'oosphére et la cellule spermatique
afin de cibler les ET a inactiver dans les lignées germinales. Les points d’interrogations soulignent les
incertitudes du modéle (par exemple le mouvement des petits ARNs dans le gamétophyte femelle). (d) Les
conditions de stress telles que la culture in vitro peuvent également affecter I'épigénome conduisant a
I'activation d’ET tel que Tos17 (Stroud et al., 2013).



2.2 Réactivation des éléments transposables au cours du développement

De par la forte répression épigénétique exercée sur les ET, peu de familles d’ET semblent
capables d’étre actives au cours du développement d’une plante. (Figure 5). Aujourd’hui, nous
connaissons peu d’exemples d’ET actifs dans une plante sauvage et en conditions normales.
Néanmoins, certains facteurs développementaux sont capables d’activer la transcription de
certains ¢léments (Figure 5). Par exemple, chez le mais, le transposon a ADN MuDR est
transitoirement exprimé durant le développement végétatif de la plante (Li et a/. 2010). Cette
réactivation est expliquée par une perte transitoire de la méthylation de I’ADN au loci de MuDR
durant la transition de la plante juvénile vers la plante adulte (Li et a/. 2010). Aucune

transposition cependant n’a été observée dans ce cas, la transposase n’étant pas détectée.

Durant la phase de reproduction sexuelle des plantes a fleurs, la transmission des marques
épigénétiques d’une génération a une autre nécessite une reprogrammation épigénétique
autrement dit un changement global de la méthylation de I’ADN et des modifications des
histones (Kawashima et a/. 2015). Le gamétophyte male est constitu¢ d’une cellule végétative
haploide qui formera le tube pollinique et de deux cellules spermatiques haploides qui sont les
gametes males (Figure 5). Le gamétophyte femelle est constitu¢ de trois cellules antipodes, de
deux synergides qui entourent I’oosphére haploide, le gaméte femelle, et d’une cellule centrale
qui contient deux noyaux polaires (Figure 5). Durant la fécondation, une des deux cellules
spermatiques féconde 1’oosphere et la deuxiéme cellule spermatique fusionne avec les deux
noyaux polaires de la cellule centrale. Cette double fécondation conduit a la formation d’un

albumen triploide et d’un embryon diploide (Raghavan 2003).

Chez Arabidopsis thaliana 1’analyse du méthylome des cellules végétatives du gamétophyte
male (grain de pollen) a montré que la méthylation en contexte CG était réduite alors que la
méthylation en contexte CHH augmentait (Figure 5). Cette hypométhylation est induite par une
sous-régulation de DDM1 (Decrease in DNA Methylation 1) et par la surexpression de DME
(DEMETER), qui conduit a la réactivation transcriptionnelle des ET (Slotkin et a/. 2009; Schoft
etal. 2011). Park et al. (2016) ont montré par ’analyse du méthylome de la cellule centrale que
de facon similaire a la cellule végétative, la cellule centrale subit une hypométhylation en CG
mais que cette hypométhylation n’est pas globale suggérant une déméthylation locus-
spécifique. En revanche, le niveau de méthylation en CHH semble similaire a celui de la cellule
végétative. Dernierement, Ingouff et al. (2017) ont développé un senseur fluorescent de

méthylation (DYNAMETS) qui permet de suivre la méthylation en CG et CHH en temps réel a
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I’¢chelle d’une cellule chez Arabidopsis. Leur étude a notamment révélé que la méthylation de
I’0oosphére subissait quelques fluctuations au niveau de la méthylation en CG aux premiers
stades du développement tandis que le niveau de méthylation en CHH est relativement stable.
Pour finir, aprés la double fécondation, le niveau de méthylation dans les contextes est
relativement réduit dans 1’albumen par rapport a ’embryon (Hsieh et a/. 2009; Ibarra et al.
2012). Park et al. (2016) suggerent que I’initiation de cette hypométhylation est induite par
I’hypométhylation locus-spécifique observée dans la cellule centrale. Ces études soulignent la

dynamique de I’épigénome au cours du développement.

Le modéle aujourd’hui proposé suggere que la réactivation des ET dans ces deux tissus non
transmis a la génération suivante permettrait I’induction de petits ARN de 21 nucléotides (nt)
qui migreraient dans 1’oospheére et dans les cellules spermatiques afin de cibler la méthylation
d’ADN de novo dans les tissus transmis a la génération suivante (Slotkin et al. 2009; Martinez
et Kohler 2017). Ce modele reste toutefois controversé et a été a plusieurs reprises réfuté. Par
exemple, 1’expression de microARN (miARN) articifiels spécifiquement exprimés dans les
cellules végétatives du gamétophyte male a montré que ces miARN n’étaient pas capables
d’induire du silencing dans la cellule spermatique remettant en cause le modele précédemment
¢tablit (Grant-Downton et al. 2013). De plus, aucune connexion cytoplasmique directe n’a été
observée entre la cellule végétative et la cellule spermatique. Néanmoins, trés récemment
Martinez et al. (2016) ont montré que les petits ARN interférents (stARN) de 21nt chargés par
des protéines AGO étaient capables de migrer de la cellule végétative vers la cellule
spermatique dans le grain de pollen contrairement au miARN, validant ainsi le modele de
Slotkin et a/. (2009). Outre la méthylation de I’ADN, les variants d’histones transmises par les
parents subissent également une reprogrammation dans I’embryon. Effectivement, Ingouff et
al. (2010) ont montré que les variants d’histones parentaux étaient remplacés par des variants
d’histones H3 synthétisés de novo suggérant une reprogrammation des marques
chromatiniennes quelques heures apres la fécondation et qui pourrait initier le développement

de ’embryon.

Le processus de reprogrammation épigénétique semble étre conservé chez les plantes car la
transcription des ET (Anderson et al. 2013) et I’hypométhylation ont également été observées
dans les tissus des gamétophytes males et femelles ainsi que dans I’albumen (aprés la

fécondation) chez différentes espéces de riz (Zemach et al. 2010; Xing et al. 2015; Park et al.

15



2016). Toutefois, les mouvements de ces ARN dans le gamétophyte femelle doivent étre
confirmés et de nombreuses travaux doivent étre réalisés dans le but de préciser le role et le
devenir de ces petits ARN aprés la fécondation (Martinez et Kohler 2017). Finalement,
I’activité transcriptionnelle des ET lors du développement ne conduit pas nécessairement a la
transposition d’éléments et a ce jour, seule une activité transpositionnelle d’un ¢lément MULE,
AtMula, dans les grains de pollen d’Arabidopsis thaliana a pu étre observée (Slotkin et al.

2009).

2.3 Réactivation des éléments transposables en conditions de stress

Comme précédemment mentionné, la méthylation de I’ADN peut étre modifiée en réponse a
des conditions environnementales. Ces changements de méthylation peuvent étre a I’origine de
I’activité de certains ET. L’exemple le plus documenté est la réactivation de 7os/7 chez le riz
lors de la culture prolongée de cals (prolifération cellulaire obtenue par culture in vitro)
(Hirochika et al. 1996). Une perte de méthylation au locus de Tos/7 expliquerait sa mobilité
(Stroud et al. 2013). La réactivation de cet élément dans les cals a notamment permis la
construction de banques de mutants chez le riz (Jeon et al. 2000; Sallaud et a/. 2003; Wei et al.
2013). De facon surprenante, cette perte de méthylation est spécifique a certaines familles et le
méthylome est affecté durablement a certains loci, méme apres régénération des plantules, bien

que le mécanisme impliqué ne soit pas encore connu (Stroud et al. 2013).

D’autres exemples montrent que les ET ont acquis la capacité a se réactiver en conditions de
stress. Par exemple, ONSEN, un des rétrotransposons a LTR les plus étudiés chez Arabidopsis
thaliana est activé en réponse a un stress thermique (Ito et a/. 2011). Un élément de réponse a
la chaleur est présent dans le LTR d’ONSEN (Cavrak et al. 2014) et lors d’un stress thermique,
le facteur de transcription (FT) HRE (heat shock factor A2) se lierait au LTR d’ONSEN
induisant la transcription de 1’élément. Néanmoins, les néo-insertions d’ONSEN sont détectées
uniquement apres un stress thermique dans des plantes mutées pour la voie du RdADM (par
exemple mutées pour pol IV) et non chez les plantes sauvages (Ito et a/. 2011). D’autre part,
des études ont montré que certains éléments ont également acquis des séquences cis régulatrices
leur permettant de contourner les mécanismes de controle. Chez le tabac par exemple, les
rétrotransposons a LTR 7Tntl et Ttol sont activés spécifiquement en réponse a une attaque de

pathogenes. Ils possédent dans leurs promoteurs le motif répété CCAACC(N);CT, homologue
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de la séquence dite H-box qui est présente dans de nombreux genes impliqués dans les
mécanismes de défenses des plantes (Mhiri et al. 1997; Hirochika 1997). Il semblerait que ces
¢léments cis-régulateurs puissent expliquer la spécificit¢ d’activité de ces deux

rétrotransposons.

En définitive, différents exemples cités ci-dessus montrent que méme si ’ET est transcrit, la
transposition de 1’élément n’est pas automatique. C’est souvent la combinaison entre deux
facteurs : une levée de silencing et un stimulus activateur (par exemple une perte de méthylation
et un facteur environnemental) qui permettront la transposition et donc la présence de néo-
insertions de I’¢lément dans le génome hote (Grandbastien 2015) comme décrit ci-dessus pour

ONSEN chez Arabidopsis (Nozawa et al. 2017).
3. Role des éléments transposables au sein des génomes eucaryotes

Les ET sont-ils bénéfiques ou néfastes pour le génome hote ? Depuis la découverte des ET dans
les génomes, la question de leurs rdles et de leurs effets sur les génomes hotes fait débat dans
la communauté. Tres tot certains scientifiques ont suspecté que les ET pouvaient étre impliqués
dans la régulation transcriptionnelle des genes (Davidson et Britten 1979; McClintock 1984).
Pourtant, cette idée a longtemps été effacée par la pensée dominante de I’époque qui réduisait
les ET au rang de simples parasites, sans fonction biologique (Orgel et Crick 1980). Cette
hypothese était soutenue par leur réplication dite « égoiste » et par leurs liens phylogénétiques
étroits avec les rétrovirus (Lerat et Capy 1999). Aujourd’hui, les études sur les rdles des ET se
multiplient et nul ne peut ignorer I’implication majeure des ET dans I’évolution des organismes
(Feschotte et Pritham 2007; Lisch 2013; Chuong et al. 2016a). Les insertions d’ET dans des
régions codantes ont un fort potentiel mutagéne et peuvent conduire a des changements de
régulation transcriptionnelle et post-transcriptionnelle tels que des épissages alternatifs, la
création de nouveaux promoteurs et de nouvelles marques épigénétiques conduisant a des effets
activateurs ou répresseurs sur le niveau d’expression des geénes affectés (Figure 6) (Gogvadze
et Buzdin 2009; Wei et Cao 2016). Dans cette partie, nous verrons quelques exemples choisis
pour illustrer les impacts des ET sur les génomes hotes et tenter de répondre a cette brulante

question.
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3.1 Les ¢éléments transposables : une source significative d’éléments régulateurs

Comme mentionné précédemment, les ET sont distribués tout le long des chromosomes et
possédent une riche diversité de séquences promotrices. Aujourd’hui de nombreux indices
suggerent que les ET offrent une nouvelle source significative de promoteurs et d’éléments cis-
régulateurs pour les génes eucaryotes (Feschotte 2008; Chuong et al. 2016a; Hirsch et Springer
2017). A titre d’exemple, ’analyse des séquences promotrices chez I’homme a montré
qu’environ 25% des promoteurs des génes contenaient des ET dans leur séquence (Jordan et al.
2003) alors que chez le riz 58% des geénes étaient associés a des MITE (Lu et al. 2012).
Récemment, différentes approches ont été développées afin d’identifier les sites d’initiation de
la transcription (TSS) basée sur le séquengage des terminaisons 5’ des ARN (Morton et al.
2014) ou sur des modeles de prédiction développés a partir de larges bases de données de
promoteurs (Shahmuradov et al. 2017). Ces approches permettent ainsi d’étudier I’origine et
I’évolution des réseaux de régulation géniques et ont notamment montré que chez le mais 1%
des TSS identifiés sont des séquences provenant d’ET (Hirsch et Springer 2017). Les ET
peuvent également affecter les réseaux de régulations de génes en créant ou en éliminant des
sites de fixation des facteurs de transcription (FT) par le biais de nouvelles insertions (Feschotte
2008). Quelques exemples ont été identifiés chez les animaux et environ 20% des sites de
fixation de FT sont associés a des ET dans les cellules embryonnaires humaines (Kunarso et al.

2010). Aujourd’hui aucun exemple n’a encore été décrit chez les plantes.

Les ET sont également régulés par des mécanismes épigénétiques qui peuvent jouer un role
central dans la régulation tissu-spécifique de genes. Xie et al. (2013) ont montré que
I’expression tissu-spécifique de certains genes chez I’homme était corrélée a la présence a
proximité d’ET hypométhylés spécifiquement dans le méme tissu. En effet, ’analyse de
méthylomes issues de 11 types cellulaires humains a mis en évidence 1’hypométhylation
spécifique de certaines familles d’ET dans un tissu et non dans les 10 autres testés. Ces mémes
ET se trouvaient a proximité de génes fortement transcrits dans le tissu. Les auteurs ont montré
par la construction de rapporteurs GUS que 26 ET hypométhylés présentaient une activité
surexpresseur et suggerent que I’expression tissu-spécifique de ces génes peut étre influencée

par le statut épigénétique des ET qui les entourent (Xie et al. 2013).

Derni¢rement, un nouveau mécanisme de régulation médié par un ET a été découvert chez le
riz. Cho et Paszkowski (2017) ont identifié¢ un ET, appelé MIKKI, fortement transcrit dans les

racines et qui présente un site de fixation tronqué d’un miARN miR171. Chez Arabidopsis,
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miR171 est connu pour cibler les transcrits du gene SCL21 (SCARECROW-like 21) qui code
pour un facteur de transcription impliqué dans le développement racinaire. Leur étude a montré
que les transcrits de MIKKI jouaient le role d’éponge a micro ARN. En effet, osa-miR171
(miR171 de Oryza sativa) se fixe aux transcrits de MIKKI ce qui a pour effet I’accumulation
des transcrits du géne SCL21 dans les racines. Dans les panicules MIKKI est réprimé et osa-
miR171 cible SCL2! induisant la dégradation des transcrits. MIKKI participe donc a la
régulation tissulaire du géne SCL21. Cette régulation post-transcriptionnelle semble conservée

chez différentes variétés de riz.

L’acquisition de nouvelles séquences régulatrices induite par la dispersion des ET dans les
génomes participe a I’évolution des geénes et a I’adaptation des organismes a des changements
environnementaux ou développementaux (Song et Cao 2017). Chez le riz, un des exemples les
mieux documentés concerne le MITE mPing. Une amplification massive de cet élément a été
observée par Susan Wessler dans une variété EG4 cultivée dans le nord du Japon (Naito et al.
2006). Comme précédemment évoqué, mPing s’insere préférentiellement dans les régions 5’
des genes (Naito et al. 2009). Les auteurs de 1’étude ont montré que les génes comportant mPing
dans leur séquence étaient surexprimés en réponse a des signaux environnementaux tels que le
sel, le froid et la sécheresse (Naito et a/. 2009). La multiplication de mPing pourrait ainsi avoir
contribu¢ a générer de nouveaux réseaux de régulation en réponses a différents stress
environnementaux. Ito et al. (2011) ont également montré que chez Arabidopsis les insertions
d’ONSEN (voir Introduction page 16) dans des régions géniques pouvaient induire la
surexpression de ces génes en réponse a un stress thermique. De méme chez le mais, des études
transcriptionnelles ont montré que différentes familles d’ET étaient associées a la surexpression

de certains génes en réponses a différents stress abiotiques (Makarevitch et al. 2015).

Il existe aussi des exemples d’ET également impliqués dans la réponse a des stress biotiques.
Par exemple, chez la variété indonésienne de riz Tjahaja, le LTR du rétrotransposon Renovator
modifie I’activité du géne voisin Pif en devenant le promoteur du géne et induit sa surexpression
(Hayashi et Yoshida 2009; Wei et Cao 2016). Ce geéne de la famille NBS-LRR est impliqué
dans la résistance au champignon pathogene Magnaporthe grisea et sa surexpression conduit a

augmenter le spectre de résistance de la variété Tjahaja.

Les ET constituent donc un véritable réservoir de séquences régulatrices dans les génomes
eucaryotes. Inévitablement, en dérégulant I’activité transcriptionnelle des genes, les ET peuvent

¢galement avoir de forts impacts sur le phénotype des organismes hotes et étre ainsi a I’origine

19



ANy 4

ANV

e o €

Navelina ' ;8

Copia

AT e

moteur de la
diversité génétique

!

—

O | NN BN NN P2

DSENUOEIS ¥~
o 2 OIGIISSHIS AN

pouvoir adaptatif

« manteau

fertile 4 i
parthénocarpique »

| » répresseur
_m iW _:m m épigénétique

Figure 7. Impacts phénotypiques des ET. (a) Les ET peuvent étre mutagenes et ainsi contribuer a la diversité
génétique. Par exemple, la couleur sanguine des oranges de la variété Moro est expliquée par la présence d’'un
rétrotransposon de type Copia dans la région promotrice du géne Ruby, régulateur de la biosynthése d’anthocyanes.
Linsertion du rétrotransposon induit la surexpression du géne et conduit a la suraccumulation de pigmentation
(Butelli et al. 2012). (b) Le dimorphisme du phaléne du bouleau, Biston betularia, représente un bel exemple de la
théorie de la sélection naturelle et de la réponse évolutive face aux changements environnementaux. Durant la
révolution industrielle, la population de la forme « carbonaria » a fortement augmenté au détriment de la forme typica,
population plus importante auparavant. Suite a I'industrialisation, la couleur noire du papillon conférait un avantage
sélectif car plus difficilement repérable par les prédateurs sur les bouleaux noircies par la pollution industrielle. La
forme carbonaria est expliquée par la présence d'un ET (carbonaria-TE) dans le premier intron du geéne cortex
induisant une augmentation des transcrits du géne. Ce gene impliqué dans la régulation du cycle cellulaire semble
réguler les motifs de pigmentation au cours du développement cellulaire (van’t Hof et al., 2016 ; Nadeau et al., 2016).
(c) Les ET attirent les marques épigénétiques répressives et jouent ainsi un réle de régulateur épigénétique. Par
exemple, chez le palmier a huile, la culture in vitro induit deux phénotypes: fruit fertile et «manteau
parthénocarpique». Le rétrotransposon Karma est inséré dans lintron du gene deficiens impliqué dans le
développement floral. Durant la culture in vitro, 'hypométhylation de Karma induit I'’épissage alternatif du géne
responsable du phénotype « manteau parthénocarpique » (Ong-Abdullah et al., 2015).



de traits adaptatifs.
3.2 L’impact des ¢éléments transposables sur le phénotype des organismes hotes

Apres avoir discuté des effets moléculaires et génétiques causés par les insertions d’ET, dans

cette partie, nous décrirons I’impact phénotypique d’une insertion d’ET.

Dans la revue présentée dans la partie 2, nous avions discuté du role de la méthylation de I’ADN
sur les caractéres agronomiques. Les ET peuvent également étre a 1’origine de certains
caracteres utilisés lors de la domestication. Par exemple la pigmentation des oranges sanguines
Citrus sinensis (Figure 7a) est due a un géne de type Myb R2R3, aussi appelé Ruby qui participe
a la régulation de la biosyntheése des anthocyanes (Butelli et al. 2012). La couleur rouge de la
variété Moro par exemple est due a la présence d’un rétrotransposon de type Copia dans la
séquence promotrice du gene Ruby induisant une surexpression du géne et donc une production
importante d’anthocyanes contrairement a une variété orange telle que Navelina par exemple
(Figure 7a) (Butelli et al. 2012). Dans cette exemple, I’activité de I’ET a contribué a la création

de diversité génétique.

Un des exemples les plus frappants pour illustrer le réle adaptatif des ET est celui du phaléne
du bouleau, Biston betularia. B. betularia est une espéce dimorphique et deux types de
pigmentation existent : la forme #ypica (pigmentation blanche et noire) et la forme carbonaria
(pigmentation noire) (Figure 7b). Au cours de la révolution industrielle en Angleterre, la
population carbonaria a pris le dessus sur la population #ypica auparavant majoritaire. Durant
I’industrialisation, la couleur noire permettait aux phalénes d’étre plus difficilement repérables
par les prédateurs sur les bouleaux noircis par I’industrialisation, leur conférant ainsi un
avantage sélectif. Il est intéressant de constater que le diphorphisme de pigmentation est
expliqué par I’insertion d’un ET (carbonaria-TE) dans le premier intron du geéne cortex qui
conduit a la surexpression du gene (Van't Hof ef al. 2016). Le géne cortex impliqué dans le
cycle cellulaire semble réguler les motifs de pigmentation au cours du cycle cellulaire (Nadeau

et al. 2016). Ici, le polymorphisme li¢ a I’ET a conféré un avantage sélectif.

Méme si de nombreux exemples montrent I’effet bénéfique des ET sur les génomes hotes, il
existe également de nombreux exemples qui témoignent de leurs effets déléteres. Chez
I’humain par exemple, certains cancers et autres maladies sont trés fréquemment associés avec
I’activité¢ du LINE L1 (Burns 2017; Scott et Devine 2017). Récemment, chez les plantes, le

LINE Karma a été impliqué dans la stérilité du palmier a huile (Figure 7¢). La culture in vitro
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induit deux types de phénotypes chez le palmier a huile : le type sauvage fertile et le type
« manteau parthénocarpique ». Karma est inséré dans un intron du geéne deficiens, impliqué
dans le développement floral. Durant la culture in vitro, Karma peut étre démethylé et cette

hypométhylation induit 1’épissage alternatif du gene conduisant a la stérilité du fruit.

Ces trois exemples présentés ci-dessus montrent les impacts positifs ou négatifs trés marquants
des ET sur la régulation de I’expression des geénes et par conséquent sur le phénotype de

I’organisme et soulignent les liens trés complexes qui unissent ces ET avec leur génome hote.

3.3 Bénéfiques ou néfastes ?

Les ET une « arme a double tranchant » ? C’est ce que semble penser Chuong et al (2016a) en
concluant leur excellente revue sur le role des ET dans I’évolution des réseaux de régulation.
Longtemps, les scientifiques se sont demandés pourquoi les ET étaient conservés dans les
génomes hotes et pourquoi ils n’avaient pas été ¢liminés si leurs effets n’étaient que néfastes.
Les différents exemples présentés dans cette partie ont montré que, s’il est vrai que les ET
peuvent étre néfastes pour I’hdte, il est vrai aussi que les ET constituent un véritable réservoir
de séquences régulatrices et participe a I’adaptation des organismes a leur environnement. En
réponse a de fortes régulations épigénétiques, les ET évoluent rapidement et ont acquis une
grande diversité d’éléments régulateurs qui pourrait expliquer leur capacité a survivre dans les
génomes hotes. La présence de certains ET dans les génomes peut également étre expliquée par
la « domestication » par les génomes hotes de certains ¢léments impliqués dans des innovations
biologiques comme c’est le cas pour des rétrovirus endogeénes (ERV) impliqués dans le
développement du placenta ou la mise en place du systéme immunitaire chez les mammiferes.
Chez les primates (dont I’homme), les ERV et notamment la famille de rétrovirus HERV jouent
un role majeur dans le développement du placenta (Denner 2016). La synthese de protéines
syncytines, protéines de I’enveloppe virale et donc codées par le rétrovirus, induit la formation
du tissu appelé syncytiotrophoblaste, nécessaire au bon développement du feetus. Le processus
semble relativement conservé chez les mammiferes (Denner 2016). Récemment, 1’équipe de
Cédric Feschotte a également montré a I’aide de la méthode d’éditing CRISPR I’implication
des ERV dans la mise en place du systéme immunitaire chez les mammiféres (Chuong et al.
2016b). Les auteurs ont montré par une analyse ChIP-seq que les geénes codant des facteurs de

transcription impliquées dans la réponse immunitaire étaient fortement associés a des séquences
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d’ERV. L’¢limination spécifique de ces ERV a révélé I'implication directe de ces séquences
dans la transcription des geénes interférons. La dispersion de ces séquences dans le génome des

mammiferes contribue a I’évolution de leur systéme immunitaire.

Les progres techniques réorientent sans cessent les idées scientifiques et malgré des débuts
difficiles dans la communauté scientifique, les ET sont désormais aujourd’hui reconnus pour
leur fort potentiel adaptatif et pour leur participation dans 1I’évolution des organismes hotes. Au
méme titre qu’une mutation stochastique apparue dans le génome, les insertions d’ET peuvent
étre a la fois bénéfiques, néfastes ou simplement neutres pour 1’organisme hote. Au regard des
rapides avancées techniques, les futurs travaux ne cesseront d’affiner et de préciser les étroites

relations entre les ET et leurs hotes.

4. Méthodes de détection des ¢léments transposables actifs

Comme précédemment mentionné, les ET sont strictement régulés et peu d’éléments sont
aujourd’hui connus pour étre actifs, et il est difficile d’évaluer le taux de transposition dans un
organisme. Finalement y a-t-il peu d’exemples connus car il y a peu d’éléments qui transposent,
ou est-ce les techniques aujourd’hui disponibles qui ne nous permettent pas de réellement
¢valuer ’activité des ET au sein des génomes ? Malgré I’évolution des techniques moléculaires
et des outils bioinformatiques, suivre 1’activité des ET en temps réel reste un challenge. En
effet, de par leur nature répétée et la complexité des génomes, 1’identification d’ET actifs est
encore treés limitée. Différentes stratégies moléculaires et bioinformatiques ont été développées
pour étudier la transposition en ciblant différentes étapes du cycle de vie des ET. Ces méthodes

sont détaillées ci-dessous.

4.1 Techniques moléculaires de détection des ¢léments transposables

Les propriétés mutagenes des ET permettent de les identifier parfois de fagon inattendue par le

biais du phénotype que I’ET induit par son insertion. Par exemple un défaut dans le nombre
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d’organes floraux et dans 1’architecture des rachis est di a I’insertion du transposon a ADN
hAT dans le géne FONI (Floral Organ Number 1) chez le riz (Moon et al. 2006). Une anomalie
florale dans un mutant de riz a également permis I’identification d’une néo-insertion du

rétrotransposon a LTR Houba inséré dans le gene FRIZZY PANICLE (Komatsu et al. 2003).

Au-dela des détections indirectes par des études génétiques de variants phénotypiques, deux
stratégies majeures ont été développées pour étudier les mouvements d’ET par des approches

moléculaires : (1) I’étude des polymorphismes d’insertions et (2) les études transcriptomiques.

Par recherche de polymorphisme d’insertion, il est possible de détecter la transposition d’un ET
candidat a I’aide de la technique du transposon display, une des méthodes les plus utilisées dans
le domaine. Cette méthode est dérivée de la technique de détection des marqueurs AFLP
(Amplified Fragment Length Polymorphism) et permet d’isoler et de détecter simultanément
toutes les insertions d’un élément (Van den Broeck et al. 1998). L’ADN est digéré par deux
enzymes de restriction : une enzyme qui coupe a I’intérieur de I’ET et une enzyme qui ne coupe
pas a I'intérieur de I’ET. Deux adaptateurs spécifiques des sites de restriction sont liés aux
fragments digérés. Les fragments correspondants aux insertions de 1’¢lément étudié sont ensuite
sélectionnés et amplifiés par PCR a I’aide d’une amorce spécifique de I’ET marquée
radioactivement et une autre spécifique du site de restriction qui ne coupe pas a I’intérieur de
I’¢lément. Les fragments sont ensuite déposés sur un gel polyacrylamide de haute résolution.
Pour chacune des insertions, la distance entre ’ET et un site de restriction est statistiquement
différente et donc les fragments de chaque insertion ont une taille différente. En comparant
plusieurs individus ou variétés, il est possible de visualiser sur gel les polymorphismes
d’insertion de ’ET ¢étudié. C’est notamment par cette approche que I’activité des transposons a
ADN mPing et Pong a été détectée (Jiang ef al. 2003). La principale limite de cette méthode
repose sur la nécessité d’avoir au préalable un ¢élément candidat. Cette technique peut étre
toutefois intéressante pour valider I’activité d’ET détectée par une technique génomique (par

exemple par reséquencage du génome, voir au-dessous).

Une autre stratégie consiste a étudier 1’activité transcriptionnelle des ET par des sondes
spécifiques de chaque famille d’ET. A titre d’exemple, Tos/7 a été identifié grace au crible
d’ADNc de cals de riz par des amorces « universelles » ciblant des domaines conservés de la
RT (Hirochika et al. 1996). A plus grande échelle, Picault et al. (2009) ont mis en place une
puce « transposome » regroupant des sondes spécifiques des familles d’ET de riz afin d’étudier

la transcription des ET. L’étude a permis I’identification de Lullaby, cousin de 1’élément Tos17

23



et qui génere aussi des néo-insertions dans les cals (Picault et a/. 2009). Ces approches
transcriptomiques nécessitent ensuite une validation par transposon display ou Southern blot

afin de valider la mobilité des familles d’ET candidats.

L’avancée des techniques de séquencage a en outre permis le développement d’analyses a

I’échelle du génome.

4.2 Techniques de détection des éléments transposables par séquencage

Depuis la méthode de Sanger, les technologies de séquengage se sont multipliées et différentes
générations de séquencage dit « a haut débit » ou NGS (Next Generation Sequencing) se sont
développées. Aujourd’hui, on distingue le séquencage de 2™ et de 3™ génération. Le
séquengage de 2°™ génération implique une étape d’amplification de I’ADN alors que le
séquencage de 3°™ génération permet le séquengage d’une seule molécule d’ADN (Figure 8),

comme illustré plus loin dans cette partie.
4.2.1 Analyses transcriptionnelles par RNA-seq

L’analyse des transcrits par séquencage des ARN (RNA-seq) permet d’identifier les ET
transcriptionnellement actifs sans la nécessité d’utiliser des sondes. Comme toute analyse
transcriptionnelle elle ne prend pas en compte la capacité de ces éléments a produire des
protéines d’une part et d’une autre part a produire des protéines fonctionnelles. En effet la
transcription des ET est la premiere étape du cycle de vie des ET. Néanmoins, il existe des
mécanismes de silencing post-transcriptionnels (voir Introduction page 13) qui ciblent et
inactivent les transcrits des ET. De méme, les ET accumulent des mutations qui peuvent
conduire a la synthése de protéines non fonctionnelles ou I’absence de traduction. L’étude des
ET par RNA-seq ne permet donc pas d’avoir une image précise des ¢éléments qui sont
transpositionnellement actifs. De nombreuses stratégies ont ainsi été¢ développées pour avoir

acces directement aux néo-insertions par séquengage d’ADN.
4.2.2 Capture d’ADN de rétrotransposon (RC-seq, ATLAS-seq)

Chez I’humain, il existe trois familles de rétrotransposons connues pour étre fortement actives :
L1, Alu et SVA (Mills et al. 2007). Afin d’étudier les insertions somatiques chez I’homme,

Baillie et a/ (2011) ont développé une stratégie appelée retrotransposon capture sequencing ou
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RC-seq qui consiste a capturer tous les fragments d’ADN qui contiennent la séquence d’une de
ces trois familles a I’aide d’une puce avec des amorces spécifiques a ces trois éléments (Baillie
et al. 2011). Les fragments capturés sont ensuite séquencés par NGS. Seules les insertions
natives (déja présentes dans le génome de référence) et les insertions somatiques sont
séquenceées et il est donc facile d’identifier a partir de ces données, les néo-insertions de ces
trois rétrotransposons. Cette stratégie permet d’avoir une couverture de séquencage tres
importante et limite donc la présence de faux-positifs. Les faux-positifs sont des régions du
génome pour lesquelles des néo-insertions sont détectées mais qui se révelent étre des artefacts
de séquencage. Plus récemment Philippe et al. (2016) ont développé une technique
d’amplification PCR ciblée des insertions de rétrotransposons L1 couplée a du séquencage NGS
et a une analyse bioinformatique fine. Les régions flanquantes 5’ et 3’ sont analysées
séparément permettant de détecter les insertions tronquées, fréquentes chez les LINE. Ces
techniques, par leurs grandes couvertures et leurs précisions, permettent de détecter des néo-
insertions méme somatiques chez [’humain ou seules 3 familles sont actives. En revanche ces
techniques restent limitée a I’étude d’un ou de quelques ET candidats et ne permettent pas une

analyse sans a priori de tous les ET d’un génome, en particulier végétal.
4.2.3 Reséquengage de génome

Le reséquencage des génomes est aujourd’hui la méthode la plus employée pour identifier de
nouvelles copies d’ET dans les espéces possédant un génome de référence, et de nombreux
outils informatiques ont été développés pour cette détection (El Baidouri et Panaud 2012;

Ewing 2015).
4.2.3.1 Séquengage de 2°™ génération et détection des néo-insertions

Le séquengage par la technologie Illumina est actuellement le plus utilisé car il permet un
multiplexage (plusieurs banques d’ADN séquencées en méme temps) avec des lectures
(=300nt) pairées (séquencage des deux extrémités du fragment d’ADN) et une grande
profondeur de séquencage (Figure 8a). L’ADN a séquencer est d’abord fragmenté et des
adaptateurs sont liés a chaque extrémité. Les banques d’ADN sont ensuite hybridées sur une
puce ou flow cell et les fragments sont amplifiés par des ponts a l’aide d’amorces
complémentaires aux adaptateurs. Le séquencage est réalisé par cycles de trois étapes :
incorporation d’un nucléotide, détection et photoclivage. A chaque cycle, 4 nucléotides (A, T,

C, G) bloqués et marqués sont envoyés et I’incorporation d’un des nucléotides, provoque I’arrét
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de I’¢longation. Le nucléotide incorporé¢ est débloqué par laser et identifi¢ par imagerie. La
derniere étape du cycle consiste au clivage du marqueur a I’aide d’un rayon ultraviolet et un
nouveau cycle redémarre. Le cycle est répété un nombre de fois qui correspond a la taille de la

lecture : pour des lectures de 250nt par exemple, le cycle de séquengage est répété 250 fois.

Différentes analyses bioinformatiques de ces données existent pour détecter des néo-insertions
d’ET (Figure 9). La premicre stratégie consiste a détecter les paires de lectures dites
« discordantes » suite a I’alignement des lectures pairées contre le génome de référence (Ewing
2015). Par exemple, la copie A d’un ET est activée dans un génome et une néo-insertion est
créée (copie B). Lorsque les paires de lectures qui correspondent a la copie B et aux régions
flanquantes de cette néo-insertion sont alignées sur le génome de référence, une premicre
lecture s’aligne sur la copie A de I’ET activé (pas de copie B dans le génome de référence) et
la seconde sur la région d’insertion de la copie B. Ainsi, I’écart entre 1’alignement des deux
lectures d’'une méme paire est supérieur a I’insert initial et la paire est dite discordante. Cette
méthode permet a la fois d’identifier 1’¢lément actif et de détecter la région d’insertion de la

néo-copie.

La seconde méthode consiste a détecter les lectures « coupées ». Autrement dit, les lectures qui
couvrent une des extrémités de la copie B et une des régions flanquantes de la néo-insertion
s’alignent sur le génome de référence en deux parties : une partie sur la copie A et la seconde
au point d’ancrage de la copie B. La détection des lectures coupées permet de définir la position
précise de la néo-insertion. Cependant ces lectures sont peu nombreuses et leur identification

requiert une profondeur de s€quencage assez importante.

La troisiéme méthode consiste a analyser la couverture de séquencage, autrement dit le nombre
de lectures alignées pour chaque base du génome. Les ET activés, qui se sont donc multipliés
par rapport au génome de référence, ont une couverture supérieure au reste du génome et ainsi,
cette analyse permet d’identifier la ou les familles d’ET qui se sont activées et dont les néo-
insertions sont difficilement détectables par les deux méthodes précédentes (par exemple les
néo-insertions dans les régions répétées). Néanmoins, cette analyse est dédiée uniquement a
I’identification de rétrotransposons qui multiplient leurs nombres de copies lorsqu’ils sont actifs

contrairement aux transposons & ADN qui ne peuvent donc pas étre détectés par cette approche.

Le reséquencage de génome comporte certaines limites. Premiérement, les néo-insertions des

ET dans les tissus somatiques ne sont pas héritées a la génération suivante et sont donc
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difficilement détectées par reséquencage. De plus, les logiciels d’analyse disponibles ne sont
pas capables de détecter des néo-insertions localisées dans des régions répétées du génome ce
qui représente une part du génome non négligeable. En effet, la longueur des lectures
(maximum 300 nt) ne permet pas d’aligner de fagon unique une lecture répétée dans le génome
et de nombreuses ambigiiités demeurent sur la localisation de la néo-insertion. Et pour finir, de
nombreux faux-positifs sont détectés par ces approches, surestimant de facon significative le
taux de transposition (Ewing 2015). Finalement, ce type d’approche est donc plus adapté a des
génomes de petite taille et n’est possible que sur des organismes pour lesquels nous possédons

un génome de référence avec une base de données d’ET de trés bonne qualité.

4.2.3.2 Séquengage de 3™ génération et détection des néo-insertions

La nouvelle et 3™

génération de séquencage haut débit est en plein essor. Différentes
compagnies telles que Pacific Biosciences et Oxford Nanopore ont développé des techniques
de séquengage qui permettent d’obtenir des lectures de plusieurs kilobases (kb) (Figure 8).
L’équipe dans laquelle j’ai réalis¢ ma thése a mis au point I’utilisation de la technique de
séquencage de Nanopore au sein du laboratoire dans le but d’identifier les variants structuraux

dont les mouvements d’ET.

Le séquencage Nanopore consiste en une puce ou flow cell composée de « nanopores » au
travers desquels un flux d’ions circule (Figure 8). Le brin de la molécule d’ADN (charge
négative) est bloqué dans le pore (charge positive) a I’aide d’un adaptateur et chaque groupe de
nucléotide passé dans le pore bloque le flux a différentes intensités. L’intensité du changement

permet I’identification des nucléotides.

La présence de longues lectures de séquencage qui couvrent entierement une néo-insertion (ET
et régions flanquantes) révolutionne la détection d’ET actifs et de variants structuraux. Cette
technologie permet de détecter des insertions somatiques et des insertions présentes dans des
régions répétées contrairement au séquencage Illumina. L’utilisation de la technologie
Nanopore a par exemple permis de mettre en évidence des néo-insertions d’un rétrotransposon
a LTR, Evadé, dans une plante d’Arabidopsis thaliana a 1’épigénome déstabilisé (Figure 10)
(Debladis et al. 2017). Néanmoins, cette technologie en plein essor n’est commercialisée que
depuis peu de temps (environ 5 ans) et de nombreuses mises au point sont encore en cours de
développement. Aujourd’hui, cette méthode n’est pas encore adaptée a un grand nombre

d’organismes ou de tissus et a un colt important. Néanmoins, dans les années qui arrivent, les
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Figure 10. Détection des néo-insertions par reséquencage Nanopore. Le séquencage avec la technologie
Nanopore permet d’obtenir des longues lectures, supérieures a 5Kb. Pour la détection des néo-insertions, cela
permet d’obtenir une lecture qui couvre entierement la néo-copie et sa région d’insertion. Par ce type de
séquencage, Debladis, Llauro et al. (2017) ont détecté une néo-insertion du RT EVD dans l'epiRIL12
d’Arabidopsis thaliana. Une lecture Nanopore de 7Kb est alignée contre la région d’insertion sur le chromosome 4
(a, gauche) et contre la séquence d’EVD (a, droite) par dot-plot. (b) Linsertion d’EVD est représentée avec
I’orientation des LTR indiquée par les fleches jaunes. (Figure Debladis, Llauro et al., 2017)



possibilités qu’offriront un séquencage Nanopore risquent de révolutionner la génomique. Par
exemple, trés récemment, Simpson et a/. (2017) ont mis au point une analyse pouvant permettre

d’évaluer le niveau de méthylation par séquencage Nanopore.

Finalement, aucune méthode ne semble aujourd’hui capable d’évaluer le taux de transposition
dans un grand nombre de tissus, de conditions et d’organismes. Dans le but de développer une
technique alternative, a faible colt et adaptable a un grand nombre d’especes, nous avons
développé durant mes travaux de thése une analyse par séquencage des formes d’ADNecc,
témoins de ’activité des ET. C’est une stratégie de détection certes indirecte mais qui promettait
d’offrir 1’avantage d’étre un meilleur marqueur de transposition que [activité

transcriptionnelle.

Le prochain chapitre consiste a une synthese bibliographique des connaissances actuelles sur

les ADNecc dans les génomes eucaryotes.
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CHAPITRE 2

- ETUDE DES ADN CIRCULAIRES EXTRACHROMOSOMIQUES -
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Figure 11. Mécanismes de formation des ADNecc qui constituent le mobilome d’une cellule végétale.
Chez les plantes, il existe deux types d’ADNecc: (a,b,c) les cercles formés par a partir d’ET ou de génomes
viraux et bactériens (par exemple les plasmides mitochondriaux), (d) les cercles dérivés des répétitions en
tandem (satellite, téloméres, centroméres et ADN ribosomiques). La formation de ces cercles peut étre
expliquée par l'efficacité du mécanisme de réparation de 'ADN qui reconnait ’ADNec linéaire de la nouvelle
copie du rétrotransposon (a) ou la copie excisée d’un transposon a ADN (b) et qui circularise la molécule par
le mécanisme du NHEJ ou par HR pour former un ADNecc. Les cercles de 1 LTR ou 1 TIR peuvent étre
également formés a partir d’éléments non actifs par HR entre leurs répétitions terminales (LTR ou TIR)
aboutissant a la formation de solo LTR ou solo TIR dans le génome (c). Les répétitions en tandem telles que
les séquences ribosomiques, télomériques, centromériques peuvent également générer des ADNecc par HR

entre les répétitions (d). Légende voir Figure 3. Les triangles noirs symbolisent les répétitions des
rétrotransposons (LTR) et transposons & ADN (TIR).



Dans les cellules eucaryotes, une part de I’ADN n’est pas associée avec les chromosomes
nucléaires ou les génomes mitochondriaux et chloroplastiques. Cet ADN, appel¢é ADN
extrachromosomique (ADNec) est trés fréquemment présent sous forme d’ADN
extrachromosomique circulaire (ADNecc). Les ADNecc ont été détectés il y a plusieurs
décennies (Gaubatz 1990) et semblent présents dans tous les organismes eucaryotes aujourd’hui
testés (Cohen et Segal 2009). Longtemps considérés comme des produits secondaires sans
intérét biologique majeur, peu d’études ont été réalisées sur le compartiment du génome qu’ils
composent. Ce n’est que trés récemment que I’intérét pour les ADNecc a émergé. L’ADNecc
semble en effet participer a la plasticité du génome, notamment au niveau de la dynamique des
régions répétées et de ’amplification de génes (Cohen et Segal 2009). Dans ce chapitre, nous
définirons les principaux types d’ADNecc et leurs origines puis nous verrons également
quelques exemples tres récents chez les cellules animales qui illustrent le potentiel et le role
insoupconné de ce compartiment génomique. Finalement, nous terminerons en présentant les

principales méthodes disponibles aujourd’hui pour étudier et identifier les ADNecc.

1. Définition du mobilome et caractérisation des ADN extrachromosomiques circulaires
1.1 Définition et origine du mobilome

Le mobilome a été défini comme la fraction du génome qui correspond a des plasmides chez
les bactéries ou a des ET et des séquences répétées présentes sous forme extrachromosomique
dans les cellules eucaryotes (Figure 11) (Siefert 2009). Chez les plantes trois types principaux
d’ADNecc sont documentés: (i) les cercles qui proviennent des séquences répétées en tandem
(satellites, télomériques, centromériques et ribosomales) et (ii) les cercles qui proviennent des
ET et (iii) les cercles formés par les génomes viraux et bactériens (tels que les plasmides

mitochondriaux) (Figure 11) (Cohen et Segal 2009).

La formation de ces trois types de cercles est indépendante de la réplication de I’ADN (Cohen
et Mechali 2002). De précédentes études suggerent que les cercles provenant de répétitions en
tandem sont générés par recombinaison homologue (Cohen et Mechali 2001) ou par le
mécanisme de réparation de I’ADN (Cohen et al. 2006). Ces ADNecc semblent assurer une
certaine plasticité génomique (Cohen et Segal 2009). Les ADNecc provenant d’ET ont été
décrits depuis plusieurs décennies chez les animaux et chez les plantes : un élément de type

Copia chez la drosophile a été décrit sous forme de cercles (Flavell et Ish-Horowicz 1981) et
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chez le tabac des ADNecc dérivés du rétrotransposon a LTR Tfol ont été observés il y a déja
plus de 20 ans (Hirochika et Otsuki 1995). Ces cercles d’ET peuvent étre formés a partir de
I’ADN extrachromosomique linéaire par le mécanisme de NHEJ participant au processus de
réparation de ’ADN (Figure 11, voir Introduction page 9) (Li et al. 2001; Kilzer et a/. 2003)
ou par recombinaison homologue entre les répétitions situées a leurs extrémités. La différence
entre des ADNecc circularisés par NHEJ et ceux circularisés par recombinaison homologue est
observée au niveau de la jonction du cercle (Figure 11). Les cercles issus de la voie NHEJ sont
joints soit par un ou deux LTR ou soit par un ou deux TIR contrairement aux cercles issus de
la recombinaison homologue qui sont strictement composés d’un seul LTR ou d’un seul TIR

(Bennetzen et Kellogg 1997).

De nombreuses questions restent en suspens sur les ADNecc dans les génomes. Aujourd’hui
nous ne savons pas si ces ADNecc peuvent tous se réinsérer dans le génome, si ces ADNecc
peuvent étre transcrits ou si ces cercles présentent des marques épigénétiques. Peu d’indices
permettent de répondre a ces questions et les avis sont partagés sur le devenir de ces formes
circulaires. Certains auteurs suggerent que les ET sous forme d’ADNecc sont des formes
transitoires avant leur élimination et participent indirectement au contrdle de leur prolifération
(Bennetzen et Kellogg 1997; Cohen et a/. 2008). D’autres auteurs en revanche semblent penser
que ces formes d’ADN pourraient étre des intermédiaires de transposition et se réintégrer dans
le génome (Mourier 2016). Il semblerait que de futures études approfondies sur ces ADNecc

pourraient apporter de nouvelles connaissances sur les ET et sur leurs mécanismes.

1.2 Rdles émergeants des ADNecc dans les cellules eucaryotes
1.2.1 L’ADNecc comme biomarqueur de cancers ?

L’étude du mobilome suscite un intérét croissant pour la compréhension des mécanismes en
jeu dans les cellules cancéreuses. Dans les années 90, Cohen et Lavi (1996) ont montré que le
quantité d’ADNecc (alors appelé small polydisperse circular DNA ou spcDNA) par cellule
augmentait a la suite d’un traitement carcinogene dans des cellules infectées par le virus SV40
(Cohen et Lavi 1996). Ces cercles contenaient des fragments du virus mais également des
répétitions inversées du génome de I’hote. Les auteurs postuleérent alors que le niveau
d’ADNecc dans un type cellulaire pourrait refléter son état de stabilité génomique (Cohen et

al. 1997). La formation d’ADNecc pourrait ainsi étre impliquée dans 1I’amplification génique.
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Figure 12. Diversité des ADNecc dans les cellules eucaryotes. (a) Distribution des ADNecc par cellule en
métastase en fonction du tissu cancéreux (Turner et al. 2017). GBM : glioblastome ; MB : medulloblastome ;
GBX : glioblastome dérivé de xénogreffe greffe d’un organef/tissu/cellule d’'une espéce a une espéce différente) ;
PDX : patient dérivé de xénogreffe. (b) Détection des ADNecc dans trois lignées cellulaires différentes. Trois
cellules par lignées sont montrées. L’ADN est coloré au DAPI et le logiciel ECdetect identifie (cercles rouges) et
compte le nombre d’ADNecc par cellule (Turner et al. 2017). (¢) La paramécie (Paramecium tetraurelia) est un
organisme unicellulaire avec deux types de noyaux: deux noyaux germinaux (micronucléus MIC) et un noyau
somatique (macronucléus). LADN est amplifié (environ 800 fois; Duret et al. 2008) et constitue le noyau
somatique. Néanmoins, le génome des noyaux germinaux comportent des séquences répétées contrairement
au génome du noyau somatique ou elles sont éliminées (IES). (d) Modéele de la production d’ARNies a partir des
IES (Allen et al. 2017). Les petits ARN produits dans le noyau germinal induisent I’élimination des IES (1). Les
IES sont concaténées aléatoirement en ADNecc par la ligase 1V (2) et (3). Les ADNecc sont transcrits de fagon
bidirectionnelle par une ARN polymérase et des ARN double brins sont formés (4). Les ARN double brins sont
clivés par Dicer-like 5 (DCL5) et des petits ARN appelés ARNies sont produits (5). Ces ARNies renforcent le
contréle et I'élimination des IES dans le noyau somatique (6).



Par exemple, chez la levure, Moller et al. (2015b) ont identifi¢ et séquencé des ADNecc
provenant de génes dont notamment HX76 et HXT7, trés bien caractérisés dans la littérature et
connus pour étre amplifiés lorsque les levures sont dans un milieu pauvre en glucose. La forme
extrachromosomique de ces deux genes pourraient alors participer a la stabilité de
I’amplification génique. Dans les cellules cancéreuses, les ADNecc semblent étre impliqués
dans I’amplification d’oncogenes (Kuttler et Mai 2007). Brievement, un oncogéne est un géne
qui a la suite d’une mutation ou d’une modification de son expression induit la formation de
cancers. L’amplification d’oncogeénes est observée sous deux formes, la premicre est
intrachromosomique et ségrége normalement lors des mitoses alors que la seconde est
extrachromosomique et ségrége de fagon inégale entre les cellules filles. Deux classes
d’ADNecc ont été détectées dans les tissus cancéreux : (i) des microADN (entre 100 et 400
paires de bases) que I’on retrouve également dans des tissus sains (Shibata et al. 2012) et qui
proviennent de la voie de réparation de I’ADN (Dillon et al. 2015), et (ii) des chromosome dits
« double-minute » qui se présentent sous forme de chromosomes circulaires super-enroulés,

sans centromere et qui peuvent se répliquer de fagon autonome (Hahn 1993).

La présence d’ADNecc dans les cellules cancéreuses est donc connue depuis des années
(Kuttler et Mai 2007) mais c’est seulement treés récemment que Turner et al. (2017) ont étudié
le possible role de ces ADNecc dans 1’évolution d’une tumeur. L’équipe de chercheurs a étudié
par reséquencage de génome entier 17 types de cancer et a observé des ADNecc dans 40% des
lignées cellulaires étudiées et dans 90% des cancers du cerveau issus de patients. Parmi ces
ADNecc 30% correspondaient a des chromosomes double-minutes. De plus, le nombre
d’ADNecc varie grandement en fonction du type de cancer étudié (Figure 12a). Ces ADNecc
contiennent des oncogenes et certains semblent capables de se réintégrer dans le génome. De
facon intéressante les auteurs ont utilis€¢ un modele mathématique pour prédire I’impact de ces
ADNecc sur I’évolution de la tumeur : la ségrégation inégale des ADNecc conduit & une
distribution trés hétérogéne (Figure 12b) créant des sous-populations de cellules ce qui
favoriserait la résistance aux drogues utilisées pour traiter les cancers et participerait ainsi a
I’évolution de la tumeur. Kumar et al (2017) ont également observé la circulation d’ADNecc et
plus précisément de microADN circulaires (Shibata et a/. 2012) dans les tissus sanguins
(plasma et sérum) de patients atteints de cancers. Ces ADNecc semblent provenir des cellules
tumorales et les auteurs suggerent que si ces ADNecc ont la capacité d’étre transcrits, ces

ADNecc pourraient alors jouer un role dans la communication intracellulaire longue distance.

L’ADNecc : un nouveau biomarqueur pour le diagnostic des cancers ? C’est tout du moins ce
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que suggerent Kumar et a/ (2017) par la facilité d’isoler les ADNecc a partir d’échantillons
sanguins. Au-dela des perspectives de biomarqueurs pour diagnostiquer les cancers, étudier les
populations d’ADNecc provenant de cellules cancéreuses permet 1’accés a une source non
négligeable d’information, d’une part au niveau des acteurs de la maladie (oncogenes
responsables) et d’autre part au niveau de la ou des mutations possiblement responsables du
développement de la tumeur. Ces informations pourront dans 1’avenir aider a la mise en place

de protocoles thérapeutiques.
1.2.2 Les ADNecc participent a la production des petits ARN chez la paramécie

Dans un tout autre domaine, I’ADNecc peut jouer un rdle central dans la répression des
ET/séquences répétées. La paramécie Paramecium tetraurelia est un organisme unicellulaire
recouvert de cils vibratiles et qui présente un dimorphisme nucléaire : deux noyaux germinaux
(micronucléus) et un noyau somatique (macronucléus) (Figure 12c). Le noyau germinal assure
la transmission de [’information génétique lors de la reproduction sexuée et est
transcriptionnellement inactif durant le développement et la croissance de |’organisme
contrairement au noyau somatique qui assure I’expression de I’information génétique au cours
du développement (Jahn et Klobutcher 2002). Durant la reproduction sexuée, le noyau
somatique est détruit et un nouveau noyau somatique est formé a partir du noyau germinal (Jahn
et Klobutcher 2002). Curieusement, le génome contenu dans le noyau somatique ne comporte
ni séquence répétée, ni ET contrairement au génome contenu dans le noyau germinal. Le
développement du nouveau noyau somatique nécessite I’¢limination précise de séquences
d’ADN, correspondant a des séquences répétées dont des ET. Ces séquences éliminées sont

aussi appelées IES (Internal Eliminated Sequences).

L’¢limination de ces IES est guidée par des petits ARN générés par le noyau germinal et
I’excision est assurée par PiggyMac, une transposase dérivée d’un ET de la famille des
piggyBac et qui a été domestiquée par le génome hote (Baudry et al. 2009). Une seconde classe
de petits ARN spécifiques des IES, les ARNies, est produite dans le noyau somatique apres
I’excision des IES. Une question restait sans réponse : comment expliquer la production de
petits ARN spécifiques de séquences ¢éliminées du génome ? Trés récemment, Allen et al.
(2017) (Allen et al. 2017) ont montré que les séquences des IES éliminées du génome
somatique étaient concaténées et circularisées par la ligase IV (impliquée dans la réparation de
I’ADN) formant ainsi une population hétérogene d’ADNecc (Figure 12d). Ils ont également

montré que ces ADNecc étaient transcrits de fagon bidirectionnelle dans le noyau somatique
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induisant la production de longs ARN double brin clivés par ’enzyme Dicer-like 5 afin de
produire les ARNies responsables de la répression des ET (Allen et al. 2017). Ces nouveaux
travaux marquent un tournant dans I’étude des ADNecc, d’une part parce que c’est une des
premicres mises en évidence que ces certains ADNecc peuvent étre transcrits et d’autre part
parce qu’ils illustrent le potentiel et les ressources cachées des ADNecc dans le contrdle des

séquences reépétées.

1.3 L’ ADNecc : un trésor génomique inexploré ?

Récemment, Elizabeth Pennisi (2017) concluait son éditorial consacré aux ADN circulaires
dans Science par : « les roles potentiels de ces ADN circulaires font tourner la téte des
biologistes », soulignant que 1’étude du mobilome suscitait un intérét grandissant dans la
communauté scientifique. Les connaissances sur ces ADN circulaires n’en sont qu’a leur
commencement et ouvrent une nouvelle facon de penser sur la plasticité des génomes
eucaryotes. Ces derniers mois, les travaux effectués sur les ADNecc chez les animaux ont mis
en évidence le potentiel de ce « pool d’acides nucléiques » (Kumar et al. 2017) trop longtemps
négligé. Ces populations d’ADNecc sont trés hétérogenes selon la cellule, le tissu ou encore
I’organisme étudié et des classes trés variées d’ADNecc ont été identifiées. Ce répertoire
génomique encore largement inexploré se révele étre a la fois une source d’information
notamment au niveau des mouvements des ET et de la stabilité¢ des séquences répétées en
tandem mais aussi un acteur pour I’amplification génique et une ressource génétique dans la

défense contre les ET comme c’est le cas chez la paramécie.

L’¢étude des mobilomes devrait apporter des réponses sur les caractéristiques, les roles et la
compréhension de ces ADNecc et pourrait alors jouer un role central en génomique et en

recherche biomédicale.

2. Méthodes de détection des ADNecc

2.1 Méthodes moléculaires pour la détection d’ADNecc

Dés les années 80, différentes techniques de laboratoires ont été développées dans le but de

d’isoler et d’identifier les ADNecc. En 1981, Flavell et Ish-Horowicz ont identifié les premiers
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ADNecc d’ET en purifiant des cellules de Drosophile par gradient de chlorure de césium (CsCl)
et en clonant les ADNecc afin de les séquencer (Flavell et Ish-Horowicz 1981; 1983). Ils ont
détecté par cette méthode des ADNecc issus du produit de réverse-transcription d’un élément
de la famille Copia. Par microscopie électronique, il est également possible d’observer les
ADNecc comme par exemple des ADNecc purifiés par gradient de CsCl provenant d’éléments
répétés chez le haricot mungo Vigna radiata (Bhattacharyya et Roy 1986) ou encore des
microADN circulaires purifiés de cerveaux de souris apreés purification par exonucléase
(Shibata et al. 2012). Une des méthodes les plus fréquemment utilisées est la migration d’ADN
sur gel d’électrophorése a deux dimensions (2D) « neutre-neutre » qui permet de séparer les
molécules en fonction de leur taille et de leur structure, suivie d’une hybridation avec une sonde
spécifique (Cohen et Lavi 1996). Trés récemment, Turner et al. (2017) ont en outre développé
une analyse cytogénétique et un logiciel informatique de détection des ADNecc ECdetect qui
permet de localiser automatiquement les ADNecc a partir de cultures cellulaires humaines en
métaphase marquées au DAPI. La différenciation entre ’ADN génomique et I’ADNecc est
confirmée a 1’aide d’une sonde FISH (Fluorescence In situ Hybridization) spécifique des
centromeres (Figure 12b), les ADNecc ne possédant pas de centromere. Cette technique peut

s’avérer trés puissante pour évaluer le nombre d’ADNecc par cellule.

Chacune de ces méthodes permet de valider la présence d’ADNecc mais ne permet pas
I’identification de toute une population d’ADNecc dans un tissu ou échantillon donné. Pour
obtenir une caractérisation globale du mobilome d’un tissu, des méthodes de séquencage ont

été développées.

2.2 Méthodes génome-entier pour la détection d’ADNecc

Derni¢rement, Turner et al. (2017) ont étudi¢ les ADNecc de cellules cancéreuses par
reséquencage de génome entier sans réaliser d’étape de purification des ADNecc au préalable.
A partir d’une couverture médiane de 1,19X (trés faible couverture de séquengage), ils ont
détecte les CNV (Copy Number Variation) en analysant les variations de couverture de
séquencage (voir Introduction page 26). Etant donné la faible couverture de séquencage, la

puissance de détection des ADNecc est faible.

En revanche, différents groupes ont développé des stratégies pour spécifiquement séquencer

des ADNecc. Shibata et al. (2012) ont identifié¢ les microADN circulaires provenant de micro-
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délétions chromosomiques a des loci géniques chez la souris et ’humain. Une stratégie
similaire a été développée chez la levure dans le but d’analyser la présence d’ADNecc (Mgller
et al. 2015b). La méthode employée par ces deux groupes consiste a isoler I’ADNecc a partir
d’une extraction classique d’ADN génomique avec digestion de I’ADN linéaire, puis a
amplifier les ADNecc a 1’aide d’amorces aléatoires et a séquencer les produits obtenus.
Néanmoins 1’analyse bioinformatique a la suite du séquencage n’a pas été développée, dans ces
deux ¢tudes, dans le but d’obtenir un outil dédi¢ a I’identification des ET actifs, et aucun ET
n’a été nouvellement détecté. Ainsi, aujourd’hui I’abondance et I’identification des ADNecc
provenant d’ET actifs est inconnue. Pour répondre a cette question, nous avons développé une
nouvelle stratégie appelée mobilome-seq, qui consiste a séquencer le mobilome d’un tissu et a

analyser I’abondance des ET actifs.

Le prochain chapitre de ce manuscrit est consacré a la description de cette méthode et son

application chez plusieurs especes.
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CHAPITRE 3

RESULTATS



Partie 1. Le séquencage de I’ADN circulaire extrachromosomique révele

I’activité des rétrotransposons chez les plantes.

Malgré 1’évolution des techniques moléculaires et des outils bioinformatiques, suivre
I’activit¢ des ET en temps réel reste un défi technique. De par leur nature répétée et la
complexité des génomes, 1’identification d’ET actifs est donc encore trés limitée. Dans le but
d’évaluer I'impact des ET sur les génomes et d’améliorer notre compréhension de leurs
mécanismes, nous avons développé une stratégie de séquencage a haut débit pour détecter
I’ensemble des formes d’ADNecc, aussi appelé mobilome (Siefert 2009), témoins de 1’activité
des ET et par conséquent de 1’état épigénétique de 1’échantillon analysé. Notre technique du
mobilome-seq a été testée et validée sur 2 especes modeles de plantes : Arabidopsis thaliana
et Oryza sativa pour lesquelles nous disposons d’un génome de référence et d’une base de
données d’ET certifiée. Chez le riz asiatique Oryza sativa ssp japonica var. Nipponbare nous
avons séquencé le mobilome a différents stades de développement (culture cellulaire, feuilles,
grains, anthéres) afin d’identifier de nouveaux ET actifs. Nos premiers travaux ont fait 1’objet

d’une publication dans la revue PLoS Genetics.
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Abstract

Retrotransposons are mobile genetic elements abundant in plant and animal genomes.
While efficiently silenced by the epigenetic machinery, they can be reactivated upon stress
or during development. Their level of transcription not reflecting their transposition ability, it
is thus difficult to evaluate their contribution to the active mobilome. Here we applied a sim-
ple methodology based on the high throughput sequencing of extrachromosomal circular
DNA (eccDNA) forms of active retrotransposons to characterize the repertoire of mobile ret-
rotransposons in plants. This method successfully identified known active retrotransposons
in both Arabidopsis and rice material where the epigenome is destabilized. When applying
mobilome-seq to developmental stages in wild type rice, we identified PopRice as a highly
active retrotransposon producing eccDNA forms in the wild type endosperm. The mobi-
lome-seq strategy opens new routes for the characterization of a yet unexplored fraction of
plant genomes.

Author summary

Long time considered as « junk DNA », the evolutive force of transposable elements (TEs)
is now well established and TEs contribute strongly to eukaryote genome plasticity. How-
ever, it is difficult to fully characterize the mobile part of a genome, or active mobilome,
and tracking TE activity remains challenging. We therefore propose to use the detection
of extrachromosomal circular DNA as a diagnostic for plant TE activity. Our mobilome-
seq technique allowed to identify a new active retrotransposon in wild type rice seeds, and
will represent a powerful strategy in characterizing the somatic activity of TEs to evaluate
their impact on genome stability and to better understand their adaptive capacity in multi-
cellular eukaryotes.

PLOS Genetics | DOI:10.1371/journal.pgen.1006630 February 17,2017
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Introduction

Transposable elements (TEs) are major players in the evolution of animal and plant genomes
[1-3]. The observation of both a complex epigenetic repression of TE expression and a large
compartment occupied by TE copies in most sequenced eukaryotic genomes reflects a fine-
tuned interaction between TEs and their host genomes [1-4]. TE proliferation in genomes
leads to increased genomic diversity through mutations, genomic rearrangements like translo-
cations or inversions [2], and epigenetic modifications [5]. This proliferation can also have a
regulatory effect on gene expression that has been proposed to potentially result in adaptive
traits [1,6,7].

According to their mode of transposition, TEs are organized into two main classes: re-
trotransposons (RTs) and DNA transposons (DNA-TEs). RTs multiply using a « copy and
paste » strategy mediated by an RNA-intermediate, whereas DNA-TEs use a « cut and paste »
mechanism [8]. During their life cycle TEs thus can exist as integrated DNA, mRNA and extra-
chromosomal linear DNA (S1 Fig). The extrachromosomal linear form, typical of actively pro-
liferating TEs, can be detected by the host and may be circularized by DNA repair processes.
The non-homologous end-joining mechanism and/or homologous recombination between
flanking repeat sequences have been proposed to promote the circularization of extrachromo-
somal DNA into extrachromosomal circular DNA (eccDNA) [9-12]. There is no evidence that
these eccDNAs can be re-integrated into the plant genome. Thus the formation of eccDNAs
by the host could be a mechanism to limit the number of new insertions of active TEs in the
genome (S1 Fig). Different types of active TEs have been detected as eccDNAs in plants such
as Ttol [13], Mu [14] and Ac/Ds [15], however no genome-wide analysis of these forms has
been performed yet. The mobilome consists of all mobile genetic elements in a cell that can be
plasmids in prokaryotes or TEs in eukaryotes [16]. We will hereafter refer to the extrachromo-
somal forms of TEs as the reverse-transcribed mobilome.

Multiple approaches have been used to identify actively proliferating TEs at different steps
of their life-cycle: (1) positional cloning of genes altered by a TE insertion (for example in rice
the hAT DNA-TE [17] or the Long Terminal Repeat RT (LTR-RT) Houba [18], (2) search for
TE-insertion polymorphisms using transposon display on candidate TEs (for example rice
mPing and Pong [19], (3) transcription studies on candidates TEs using primers targeting con-
served domains, for example rice LTR-RT Tos17 [20] or through genome-wide transcriptomic
analyses, for example the LTR-RT Lullaby in rice calli [21]. Today the most advanced tech-
nique to identify actively proliferating TEs in species where the genome sequence is available
consists of whole-genome resequencing and detection of TE-associated polymorphisms using
paired-end mapping [22-24].

The techniques listed above have important limitations. The analysis of transcripts by
RNA-seq allows the description of transcriptionally active retrotransposons but does not take
into account their capacity to produce proteins. As transcription is the first step in a retrotran-
sposon life cycle, most copies do not go further this point, either because of post-transcrip-
tional gene silencing activities or because they have accumulated mutations that prevent the
translation of mature proteins, although some TEs with non functional proteins might parasite
other TEs [25,26]. The analysis of neo-insertions through genome resequencing is very power-
ful to reduce the complexity of transcriptionally active TEs to the ones that effectively produce
new insertions. This approach detects breakpoints between neo-insertions and a reference
genome and thus requires a high sequencing coverage more adapted to small genomes. Fur-
thermore only fixed, transgenerational neo-insertions can be detected with high accuracy.
Finally, despite the numerous pipelines developed to characterize these neo-insertions [27,28],
only insertions into non repetitive regions of the genome can be accurately detected, leaving a
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large part of the structural variations caused by TEs undetectable. Alternative approaches ini-
tially developed in mammals, such as retrotransposon-capture sequencing, consist in the
enrichment and identification of the flanking sequences of a particular retrotransposon [28—
30], but these techniques require prior knowledge of the active TE families in the species of
interest. We therefore endeavor to develop a genome-wide strategy that could efficiently track
potentially active TEs without full genome resequencing.

We sought to take advantage of the presence of circular forms of active TEs in the eccDNA
compartment to identify active TEs in plants. Extrachromosomal DNA circles were identified
decades ago in Drosophila [9,31] and observed by electron microscopy in Vigna radiata [32]
and by two-dimensional gel-electrophoresis in carcinogen-treated cells [33] and in plants [34].
These eccDNAs can be formed by homologous recombination between adjacent repeats
such as amplified genes [35], tandem repeats (satellite, telomeric, centromeric and ribosomal
repeats) [34,36] or they can result from the linear extrachromosomal forms of active TEs [37].
These eccDNAs are ubiquitous elements and heterogeneous populations of eccDNAs seem to
be present in all eukaryotic organisms [38]. Recently, sequencing of eccDNAs was experi-
mented in mouse cells where microDNAs originating from chromosomal micro-deletions at
specific gene loci [39,40] were identified. Numerous eccDNAs were detected in yeast cells
[41,42], although no new active TE could be identified. Therefore, the abundance and identity
of eccDNAs specifically resulting from the circularization of extrachromosomal TE DNA
in multicellular organisms is not well documented. Here, we used the identification of TE
eccDNA as a tool to investigate TE activation in plants and developed a dedicated computa-
tional pipeline to address this question.

We analyzed the active mobilomes from the two plant species Arabidopsis thaliana and
Oryza sativa. As a proof of concept, we selected plant material where active TEs had previously
been identified: a partially hypomethylated line for A. thaliana [43] and a callus tissue for O.
sativa. Our mobilome-seq analyses clearly identified the two known active LTR-RTs EVD [44]
and Tos17 [45], in A. thaliana and O. sativa samples respectively, in their eccDNA forms. To
investigate novel TE activity we applied mobilome-seq to wild type rice seeds and identified
PopRice LTR-RTs as producing large amounts of eccDNAs specifically in the endosperm tis-
sue. We propose that the mobilome-seq strategy could help identifying mobile TEs in different
species to better understand the impact of the active mobilome on the host genome.

Results
Enrichment and sequencing of eccDNAs

In order to isolate and to sequence eccDNAs, total DNA was first extracted from plant tissues
(Fig 1). Linear genomic DNA was digested with an exonuclease and the remaining eccDNA
molecules were then amplified by rolling circle amplification (RCA) using random primers.
This method does therefore not require any a priori knowledge on TEs for a given sample. We
first performed this experiment on samples from A. thaliana Columbia wild type plants as a
negative control (Col WT) and on an epigenetic recombinant inbred line (epiRIL12 hereafter
called epil2) where an hypomethylated retrotransposon (EVD/ATCOPIA93) was detected as
actively proliferating [44], as a positive control. Southern blot validation assays using an EVD
specific probe were performed to analyze the enrichment of eccDNAs before and after the
RCA step (Fig 2A). A signal corresponding to digested EVD eccDNAs was detected in samples
from siliques and flowers from epil2 plants after RCA, but not in samples from WT plants.
No signal could be detected in the absence of RCA indicating that most genomic DNA had
been degraded after the exonuclease treatment. We used this material for high throughput
sequencing.

PLOS Genetics | DOI:10.1371/journal.pgen.1006630 February 17,2017 3/20
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Detection of EVD by mobilome-seq in A. thaliana hypomethylated plants

We performed mobilome-seq on Col WT and epil2 siliques samples as shown in Fig 1. After
mapping the reads on the reference genome of A. thaliana we detected peaks of high coverage
in both WT and epil2 mobilome-seq libraries (S2 Fig) corresponding to ribosomal DNA
(rDNA) loci that are known to produce eccDNAs [34]. All peaks of high coverage correspond-
ing to TEs in both WT and epil2 are listed in S5 Table. In particular, peaks corresponding to
EVD were specifically detected in epil2 (Fig 2B, S3A Fig and S5 Table). EVD is a 5,3 kilobases
(kb)-long LTR-RT present in two full-length copies in the genome of A. thaliana ecotype
Columbia. EVD is transcribed and mobilized in met1-derived epiRILs [44] and produces
eccDNA copies [46]. Due to the repetitive nature of TEs, reads corresponding to EVD eccDNA

i DNA extraction

o G

l linear DNA digestion

eccDNA

random Rolling Circle
Amplification (RCA)

amplified eccDNA

l eccDNA sequencing

mobilome-seq reads

Filter against
organelle DNA 7 \
de novo assembly

Mapping on a reference genome l

Reads assembled
into scaffolds

!

Reads mapping to TEs Split reads o
with a significant depth of coverage mapping to TEs Significantly covered scaffolds
(DOC) (SRs) with homology to TEs
Candidate TEs

Fig 1. The mobilome-seq approach in plants. A schematic view of the main steps involved in the selection
and amplification of the extrachromosomal circular molecules in plants. After DNA extraction, linear DNA
molecules are digested and circular molecules are randomly amplified using rolling circle amplification. This
DNA material is used for high-throughput sequencing. Mobilome-seq data analysis consists in characterizing
the depth of coverage (DOC) of mapped reads and the presence of split reads (SRs) at TE loci and the
detection of de novo assembled scaffolds corresponding to these TEs.

doi:10.1371/journal.pgen.1006630.9001
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can map against full-length and also truncated copies present in the genome explaining why
all regions corresponding to EVD are more or less covered. Nevertheless, the two full-length
copies (on chromosomes 1 and 5) are the most significantly covered with a p-value < 107
(S3B and S3C Fig). The EVD locus on chromosome 5 is highly covered in the epil2 mobilome-
seq library compared to the WT library, with a depth of coverage (DOC) of 3500X versus 1X,
respectively (Fig 2C). To further identify the presence of reads corresponding to eccDNA junc-
tions, we specifically detected split reads (SRs) as paired-reads that are not correctly mapped
onto the reference genome (see Methods). We could detect a high number of SRs at both 5’
and 3’ ends of EVD in the epil2 mobilome-seq data compared to WT (Fig 2C and S4 Fig) sug-
gesting the presence of reads spanning the circular junction. A closer examination of some of
these reads revealed that they indeed correspond to 2LTR junctions (S5 Fig). While 142 TEs
were detected as overexpressed in epil2 at the transcriptional level [47], the mobilome-seq
data suggest that only EVD produce circular copies (S6 Fig).

Tos17is highly enriched in the O. sativa callus tissue mobilome-seq
library

We then analyzed mobilome-seq libraries from O. sativa ssp japonica cv Nipponbare, a species
with a larger genome (400Mb) than A. thaliana (135Mb) and a three times bigger proportion
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Fig 2. Mobilome-seq detection of EVD, a known active retrotransposon in Arabidopsis. (A) Southern blot experiment using Hindlll-
digested eccDNAs amplified from A. thaliana WT and epi12 flowers and siliques and detected with a probe specific for the EVD retrotransposon
active in the line epi12. RCA: rolling circle amplification. The ethidium bromide (EBr) gel picture is shown as a loading control. (B) Abundance of
reads mapping at TE-annotated loci in the A. thaliana epi12 line mobilome-seq library. Each dot represents the normalized coverage per million
mapped reads per all TE-containing 100bp windows obtained after aligning the sequenced reads on the A. thaliana reference genome. Blue dots
indicate the windows corresponding to annotated EVD genomic loci. (C) Detail of the depth of coverage of total mapped reads (DOC) and split
reads (SR) abundance of the A. thaliana epi12 and WT mobilome-seq data at the EVD locus on chromosome 5 (blue bar). Grey peaks: read
abundance (not normalized), DOC: depth of coverage for all aligned reads, SRs: split reads, WT: wild type siliques, epi12: epi12 siliques.
Maximum coverage is indicated on the right. Colors indicate the presence of SNPs.

doi:10.1371/journal.pgen.1006630.g002
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of TEs (45% in O. sativa against 15% in A. thaliana), using both leaf material and callus tissue.
TEs with high coverage in O. sativa mobilome-seq libraries are listed in S5 Table. More specifi-
cally, peaks corresponding to the Tos17 family were detected in the mobilome-seq libraries of
callus tissue but not in leaves (Fig 3A and 3B, S7 Fig). Tos17 is a 4,1 kb-long LTR-RT present
in two copies in the O. sativa genome (on chromosomes 7 and 10), the copy on chromosome

7 being active in calli [13]. The DOC analysis indicated a clear enrichment (DOC = 200X) at
the Tos17 locus on chromosome 7 in the callus mobilome-seq library compared to the leaf
mobilome-seq library (<1X) (Fig 3B and S7B Fig). SRs were detected on both ends of Tos17
suggesting the presence of reads spanning the junction. The presence of Tos17 eccDNAs was
confirmed by an inverse PCR assay (Fig 3C) and a closer inspection of SRs identified reads
spanning the 2LTR-circle junction (S8A Fig). Moreover we have also analyzed the coverage of
Lullaby, a LTR-RT active in calli [21]. A low coverage from 10X to 12X was detected in the cal-
lus mobilome-seq library and the presence of reads spanning junction of Lullaby eccDNAs
was confirmed (S8B Fig). Altogether, these results show that known active LTR-RTs could be
detected using the mobilome-seq approach, suggesting that this technique can be used to iden-
tify new active TEs in plants.
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Fig 3. Mobilome-seq detection of Tos17, a known active retrotransposon in rice callus. (A) Abundance of reads mapping at TE-annotated
lociin the O. sativa WT callus mobilome-seq library. Each dot represents the normalized coverage per million mapped reads per all TE-containing
100bp windows obtained after aligning the sequenced reads on the O. sativa reference genome. Green dots indicate the windows corresponding to
annotated Tos 17 genomic loci. (B) Detail of the depth of coverage of total mapped reads (DOC) and split reads (SRs) abundance of the O. sativaWT
callus and leaf mobilome-seq library at the Tos17locus on chromosome 7 (green bar). Legend as in Fig 2C. (C) Detection of circular forms of Tos17
using inverse PCR with primers localization depicted on the right (black bar. Tos17 element, arrows: PCR primers, grey boxes: LTRs). Upper gel:
PCR ampilification of Tos17 circles, middle gel: control PCR for Tos17 detection, lower gel: PCR using eEF 1a primers as loading control. (D) Dotter
alignment of the scaffold #29 obtained after de novo assembly of callus mobilome-seq library and Tos17.

doi:10.1371/journal.pgen.1006630.9003
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Identification of a new active LTR-RT in wild type rice

Epigenomic studies have revealed a release of TE transcriptional silencing during plant devel-
opment [48-51]. In a first attempt to understand the possible role of TEs reactivation during
plant development, we performed mobilome-seq analyses on DNA extracted from whole rice
seeds. Some TE regions were significantly highly covered in this mobilome-seq library (Fig 4A
and 4B, S9 Fig), most of these regions corresponding to TEs belonging to a single subfamily of
Osr4. Osr4 [52] is a large family of 5.7 kb-long LTR-RTs comprising 47 members in the O.
sativa ssp japonica cv Nipponbare genome (Fig 4C and S3 Table). To differentiate Osr4 active

A B

.
8 .
o ® Osr4/PopRice
3{,@ Seed
4 S
T « i [0-300]
2 Q Seed [T 1 i ] lre | B I ‘ (0-300]
5o : S| Lear
= 9 B " eal o
S 3 . [0-300]
5 K . . o | Seed . .
2 81 . : ) : D | Leat o0
® T . £ 3 : ¢
X % . . H 1 : 1 : : ‘[ 1
o S g * 3: l: ;. . Coordinates 11 897 000 11 899 000 11 901 000 11 903 000
[r= 2 o o8 L R (bp)
o' 8 Lem H11s 3 Egliind.ig |
ol TR
o [ ]
T T T T T T T T T T T 1
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Chromosomes
0 PopRice_2 5700 (bp)
o 0
o
o
2
O Py
o oory,
s o
oA ~
ey
© Povhiice ;5 || %
O PopRice_13 ‘1 ;::2
O PopRice_12 | “ 3
® meceﬁ
SRICe-
poP
@ g(“wu
e o®
° 4960
o (bp)
. PopRice_2
' scaffold#17 '

abundance in mobilome
- | | Rd
Fig 4. Mobilome-seq detection of a novel active retrotransposon in rice seeds. (A) Genome-wide analysis of mobilome-seq data identifies the
PopRice retrotransposon family as the most represented active family in WT rice seeds. Legend as in Fig 3A. Pink dots indicate the windows
corresponding to Osr4 and PopRice loci. (B) Detail of the depth of coverage of total mapped reads and split reads abundance of the O. sativa WT
seeds mobilome-seq library at the PopRice locus on chromosome 2 (pink bar) for callus and leaf mobilome-seq data. Legend as in Fig 2C. (C)
Phylogenic tree showing that PopRice is a distinct subfamily of Osr4 LTR-RT. The relative DOC calculated from two biological replicates in WT seed
mobilome-seq data is indicated as a heatmap. (D) Dotter alignment of the scaffold #17 obtained after de novo assembly of WT seed mobilome-seq
library and a PopRice element.

doi:10.1371/journal.pgen.1006630.9g004
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and non-active members we hereafter refer to the subfamily enriched in the seed mobilome-
seq library as the PopRice family. The PopRice family is composed of 17 full-length copies in
the reference genome. Some of these loci are highly covered in the seed mobilome-seq library
with a DOC reaching 300X (Fig 4B), showing that some members of this subfamily are actively
producing eccDNAs in wild type rice seeds. We detected SRs located on both 5’ and 3’ ends of
some PopRice loci (Fig 4B and S9 Fig). A closer examination of reads spanning junctions has
also confirmed the presence of PopRice eccDNAs (S10 Fig). Further sequence analyses of
PopRice family revealed that the most active PopRice copies form a subgroup of 5 members
(Fig 4C).

de novo assembly can be used to identify the most active LTR-RTs
without a reference genome

We performed de novo assembly of mobilome-seq libraries to determine whether EVD, Tos17
and PopRice could be detected without mapping on a reference genome. We did not detect
scaffolds corresponding to EVD when performing de novo assembly on the WT mobilome-seq
library. In the Arabidopsis epil2 mobilome-seq library, de novo assembly resulted in three
main scaffolds corresponding to EVD (S11 Fig). These three scaffolds all result from the assem-
bly of a high number of reads (59,943; 49,098 and 19,424 reads per million (rpm), respectively,
p-value < 0.05, negative binomial distribution). In the rice callus mobilome-seq library the
most highly covered scaffold (3,906 rpm) with homology to TEs corresponded to Tos17 (100%
identity over 4,532 base pairs (bp), Fig 3D). This suggests that de novo assembly can be used to
identify active RTs. In the seed mobilome-seq library, the most significantly covered scaffold
(3,473 rpm) showed 99% of sequence identity with a PopRice consensus sequence over 4,960
bp (Fig 4D). Only the ends of PopRice were not assembled in this scaffold, likely due to the
repetitive nature of LTR sequences.

Activation of PopRice in the endosperm tissue

To further validate the presence of extrachromosomal DNA fragments originating from
PopRice in WT rice seeds, we performed a Southern blot experiment using non-amplified and
non-digested genomic DNA (Fig 5A). Using a PopRice specific probe, a signal corresponding
to a 5 kb fragment was identified in genomic DNA samples extracted from seeds but not from
leaves, revealing a massive accumulation of PopRice extrachromosomal copies in wild type
seeds. A Southern blot performed on genomic DNA obtained from dissected seed tissues fur-
ther revealed that PopRice extrachromosomal DNA could only be detected in the endosperm
tissue but not in the embryo or seed coat (Fig 5B). This result was confirmed by inverse PCR
assays (S12 Fig). To characterize the kinetics of PopRice activation during plant development
we used inverse PCR to detect the presence of PopRice eccDNAs at different developmental
stages. PopRice eccDNAs seemed to be specific of seed tissues from the embryo developmental
stage (corresponding to immature seeds, from 3 to 5 days after pollination) to the germination,
however eccDNAs were not detected in roots and cotyledons after germination (Fig 5C).

To rule out the possibility that PopRice circles could originate from homologous recombi-
nation between its endogenous LTR sequences, we identified mobilome-seq reads correspond-
ing to 2LTR junctions in the seed libraries (S10 Fig). The presence of these reads confirmed that
non-homologous end-joining of reverse transcription products, and not homologous recombi-
nation at the endogenous genomic location, is responsible for the formation of PopRice eccDNA
molecules. Additionally we analyzed PopRice transcription, the mRNAs being the precursors of
the eccDNAs. RT-qPCR assays showed that PopRice and Osr4 members are highly transcribed
in seeds compared to leaves and flowers (Fig 5D). The level of expression seems higher when all
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Fig 5. PopRiceretrotransposons produce extrachromosomal DNA during seed development in wild type rice. (A) Southern blot
experiment using non-digested genomic DNA extracted from WT rice leaves and seeds at different stages as indicated and detected with a
PopRice specific probe (gDNA: genomic DNA, ecDNA: extrachromosomal DNA). The GelRed gel picture is shown as a loading control. (B)
Southern blot experiment using non-digested genomic DNA extracted from dissected rice seed tissues as indicated and detected with a
PopRice specific probe. Legend as in A. (C) Detection of PopRice circular forms using inverse PCR with primers localization depicted on the
right (black bar. PopRice element, arrows: PCR primers, grey boxes: LTRs). Upper gel: PCR amplification of PopRice circles, middle gel:
control PCR for PopRice detection, lower gel: PCR using eEF 1a primers as control. (D) gRT-PCR analysis of PopRice and Osr4 transcripts in
WT rice leaves, flowers and mature seeds. Two pairs of primers were used: PopRice specific primers (top) and primers specific for the whole
Osr4 family (including PopRice) (bottom). The relative expression levels were calculated using elF-5a as a reference, error bars indicate
technical replicates, two biological replicates are shown for each tissue.

doi:10.1371/journal.pgen.1006630.9005

elements of the Osr4 family are considered suggesting that the whole Osr4 family is transcrip-
tionally active, although only PopRice eccDNAs could be detected (Fig 4C).

Discussion

In all eukaryotic organisms, eccDNA molecules are ubiquitous elements and constitute an het-
erogenous population of circular molecules that can originate from repeats such as rDNA clus-
ters through homologous recombination [34,53] or from active TEs (through circularization
of linear extrachromosomal forms). We took advantage of the detection of eccDNAs by next
generation sequencing (NGS) to explore the extrachromosomal circular mobilome in plants.
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As a proof of concept we analyzed samples from A. thaliana and O. sativa material for which
actively proliferating TEs had previously been characterized [44,45]. Identification of two well-
characterized active LTR-RTs, EVD and Tos17 in an A. thaliana hypomethylated line and in
rice callus tissue, respectively, confirmed that this method is efficient to capture actively prolif-
erating retrotransposons in plants. The detection of rDNA circles validates the enrichment of
eccDNAs in our libraries and thus constitutes another positive control. Moreover our observa-
tions suggest that some TEs might form different circles where SRs spread into internal regions
of TEs reflecting a possible heterogeneity of these extrachromosomal circles. The mobilome-
seq strategy exploits the advantages of NGS and requires a low sequencing coverage for each
library. Indeed only a minor fraction of the genome is sequenced, opening the future possibil-
ity of applying the technique to very large genomes, for which resequencing techniques are not
affordable and technically challenging. Furthermore, the de novo assembly analyses might rep-
resent a precious and powerful method to study the active mobilome of species for which a ref-
erence genome is lacking.

Developmental relaxation of TE control has been documented in plant tissues accompa-
nying the gametes: vegetative nucleus for the pollen and endosperm for the ovary [51]. In rice,
DNA methylome analyses revealed a global hypomethylation in the endosperm [50,54,55]
confirming previous results in Arabidopsis [49,56,57]. This suggests that TE activity could be
increased in these tissues; however, to our knowledge, only the proliferation of a DNA-TE
Mule element has been documented so far in the A. thaliana pollen [48]. Here, our seed mobi-
lome-seq analyses reproducibly revealed that the PopRice family of autonomous LTR-RTs pro-
duces extrachromosomal copies. These copies can be detected on a Southern blot analysis of
untreated genomic DNA showing that PopRice extrachromosomal copies accumulate in wild
type rice endosperm. Further studies will help evaluating the proliferation of PopRice in the
endosperm genome. PopRice transcripts could be detected in seeds suggesting that eccDNAs
indeed originate from reverse transcription of these transcripts. Genomic imprinting could
explain the transcriptional activity of some TEs in the endosperm. According to a study by
Luo et al. [58], only two relatively ancient copies (PopRice_16 and Osr4_28) are localized in
introns of paternally imprinted genes (LOC_Os11g09329 and LOC_Os08g24420, respectively)
suggesting that imprinting might not be the only trigger for PopRice/Osr4 transcriptional acti-
vation in the endosperm. Recently, Cheng et al. have shown that members of the Osr4 LTR-RT
family could retrotranspose in oscmt3 mutants, affected in a chromomethylase involved in
DNA methylation, through genome resequencing [59]. Interestingly all neo-insertions are due
to the PopRice subfamily suggesting that this subfamily contains all potentially active members
and that they are under the epigenetic control of OsCMT3. This transgenerational control is
reminiscent of the regulation of Onsen, an A. thaliana LTR-RT that produces eccDNA mole-
cules after heat stress. However in the case of Onsen transgenerational neo-insertions are only
detected in mutants affected in the RNA-directed DNA methylation (RADM) pathway, but
not in the CMT3 pathway [60]. The precise role of the RADM pathway in the transgenerational
control of these LTR-RT's neo-insertions is not yet elucidated [61].

Using a newly developed method to sequence and identify eccDNAs originating from TEs,
we have characterized a yet unexplored fraction of plant DNA. This study revealed the reacti-
vation of an endosperm-specific LTR-RT in rice. This LTR-RT family seems to be under the
control of both epigenetic and post-transcriptional regulation. Furthermore the identification
of this only LTR-RT family active in the endosperm suggests that the global hypomethylation
occurring in this tissue is not sufficient to trigger a massive reactivation of TEs. By giving an
insight into actively proliferating retrotransposons in plants, the mobilome-seq approach is
likely to expand our understanding of TE activity in plants and of their putative contribution
in response to stress and during plant development.
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Materials and methods
Plant material

Arabidopsis thaliana WT ecotype Columbia-0 and epiRIL12 plants from the eighth generation
[43] were grown in soil under a 16h/8h (light/dark) cycle after 2 days at 4°C for stratification.
Florets and 1-2 cm green siliques were harvested 3 days to 2 weeks after pollination, respec-
tively. Oryza sativa ssp. japonica cv. Nipponbare rice plants were cultivated in a growth cham-
ber (Percival, USA) under a 12h light-dark cycle (12h-28°C/12h-26°C) and with a relative
humidity of 80% during the day and 70% during the night. The light intensity varied gradually
in 40 min at the beginning and end of the day. Grain material was harvested 3 to 5 to 15 days
after pollination for the immature and mature stage, respectively. Seeds were germinated in
the dark on a humid Whatman paper for 5 days before harvest. Dissection of seeds was per-
formed under the binocular on mature seeds. Callus material was previously described [21].

DNA extraction

For each plant sample, total DNA was extracted using the plant DNeasy mini kit (Qiagen)
according to the manufacturer’s instructions. A DNA pre-extraction was performed for rice
grains to optimize DNA quantity and quality. Grains were grinded in an extraction buffer
(Tris-HCl pH8, NaCl 250mM, EDTA 50mM, 0.2% SDS) and were incubated 30 min at 65°C.
DNA samples were precipitated with 0.7 volume of isopropanol and the DNA pellet was
directly resuspended in the plant DNeasy mini buffer (Qiagen).

Extrachromosomal circular DNA enrichment

To remove large genomic linear fragments 5ug of genomic DNA for each sample were purified
using a Geneclean kit (MPBio) according to the manufacturer’s instructions. eccDNA was iso-
lated from 28l of the GeneClean product using the PlasmidSafe DNase (Epicentre) according
to the manufacturer’s instructions, except that the 37°C incubation was performed for 17h.
The PlasmidSafe exonuclease digests double-stranded linear DNA to deoxynucleotides while
leaving circular DNA intact. DNA samples were precipitated by adding 0.1 volume of 3M
sodium acetate (pH 5.2), 2.5 volumes of ethanol and 1 ul of glycogen (Fisher) and incubating
overnight at -20°C. The precipitated circular DNA was amplified by random RCA using the
lustra TempliPhi kit (GE Healthcare). For this, the DNA pellet was directly resuspended in
the Ilustra TempliPhi Sample Buffer, and the reaction was performed according to the manu-
facturer’s instructions except that the incubation was performed for 65h at 28°C. One tenth of
each amplified DNA sample was digested with restriction enzymes and loaded on an agarose
gel electrophoresis to control the DNA quality and amplification. Then, the DNA concentra-
tion was determined using the DNA PicoGreen kit (Invitrogen) following the manufacturer’s
instructions, the fluorescence being read using a LightCycler480 (Roche). The samples were
diluted to a final concentration of 0.2 ng/ul in order to prepare the libraries for sequencing.

Libraries preparation and sequencing

One nanogram of DNA from each sample was used to prepare the libraries using the Nextera
XT library kit (Illumina) according to the manufacturer’s user guide. Each mobilome-seq
library was amplified by 12 cycles of PCR using index primers. DNA quality and concentration
were determined using a high sensitivity DNA Bioanalyzer chip (Agilent Technologies). Sam-
ples were pooled and loaded onto a flow cell and 2x250 nucleotides paired-end sequencing was
performed using the MiSeq platform (Illumina). Up to twelve mobilome-seq libraries were
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pooled into one run and an average of 1 million reads per library were obtained (S1 and S2
Tables). Illumina reads were collected for the analysis as FASTQ files.

Data analysis

To analyze the sequencing reads we anticipated that the eccDNAs of interest originating from
mobile TEs should represent a very small fraction of the genome and consequently that the
loci from where these eccDNAs were produced should be highly covered. Furthermore, as
these molecules are circular, reads spanning the junction of the circles should not map prop-
erly on the reference genome because such junctions do not exist in the chromosomes. How-
ever, these reads might map on two different locations (start and end of the element). Thus the
eccDNAs of interest should fit to the two following criteria: (1) high DOC and (2) presence of
SRs when mapped to a reference genome. Finally, due to the repetitive nature of TEs, we rea-
soned that the read-mapping coverage could be less sensitive for large TE families as reads
could be dispersed amongst related TE copies. Therefore we should be able to identify the
most abundant eccDNAs by analyzing highly covered scaffolds after de novo assembly.

Read mapping

Quality control of FASTQ files was evaluated using the FastQC tool (version 0.10.1 www.
bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc). To remove any read originating from organ-
elle circular genomes, reads were mapped against the mitochondria (NCBI GenBank Y08501.2
for A. thaliana; GenBank NC_011033 for O. sativa) and chloroplast genomes (GenBank
AP000423.1 for A. thaliana; GenBank X15901 for O. sativa) using the program BOWTIE2 ver-
sion 2.2.2 [62] with—sensitive local mapping. Unmapped reads were considered for the next
analysis and were mapped against a genome of reference, TAIR10 (The Arabidopsis Informa-
tion Resource, http://www.arabidopsis.org) for A. thaliana, IRGSP1.0 (International Rice
Genome Sequencing Project version 5 http://rgp.dna.affrc.go.jp/E/IRGSP/Build5.html) for O.
sativa. The parameters used for the mapping were as follows:—sensitive local mapping, no
multiple-mappings (-k 1) so that only the best hit is kept per read-pair. DNA from both mito-
chondria and chloroplast genomes are integrated in nuclear genomes. To completely eliminate
these regions from our data, sequencing reads were simulated from organelle genome using
the dwgsim program (version 0.1.10) and the .fasta files were mapped against the correspond-
ing reference genome. A total of 816,300 bp and 1,697,400 bp were masked in A. thaliana and
O. sativa, respectively, and TE containing regions cover 24,786,000 bp and 194,224,800 bp in
A. thaliana and O. sativa, respectively. A .bam file with all genome regions corresponding to
organelle integrated sequences was obtained for each species and was used to filter our align-
ment files using the intersect module of BEDTools version 2.21.0 (option -v). Finally, for each
library, a .bam alignment file corresponding to enriched genomic regions was considered for
statistical analysis and visualized with the Integrative Genomics Viewer (IGV) software
(https://www.broadinstitute.org/igv/home) and Circos [63].

Statistical analysis

For each species, the reference genome was split into consecutive windows of 100bp for each
library and the coverageBED module of BEDTools was used to determine the read coverage
depth of these non-overlapping windows. The coverage data was normalized by the total num-
ber of reads which mapped on the genome expressed in rpm and statistical analysis was per-
formed on these files. First we determined covered regions using the Poisson distribution that
best fits our data with a p-value <10~ for each library. All uncovered regions were removed
from our coverage files. On the covered regions we applied a negative binomial distribution to
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identify peaks of higher coverage with a p-value <107, Finally, regions corresponding to the
peaks were selected and annotated using .gfffiles (S5 Table). All statistical analysis and graphics
were performed using R (Rstudio package version 0.98.1091, www.r-project.org/).

de novo assembly

Mobilome-seq reads were assembled de novo using the A5-miseq pipeline [64]. For each
library, .fasta and .bam files were obtained and the idxstats module of SAMtools was used to
determine the read number corresponding to each assembled scaffold. The coverage data was
normalized by the total number of reads used for the de novo assembly expressed in million
reads (rpm). We applied a negative binomial distribution to identify significantly covered scaf-
folds (p-value < 0.05). Filtered scaffolds were annotated using a BLAST analysis (-p -m 8)
against organelle genomes and a TE database allowing for one hit per scaffold (-b 1 -v 1
options) and for an e-value < 1072 For A. thaliana we used the TE database based on TAIR10
annotation and established by H. Quesneville (www.arabidopsis.org); for O. sativa we used an
in house curated database (www.panaudlab.org). Resulting hits were filtered to keep only scaf-
folds with a HSP > 100bp.

Split-reads detection

Reads spanning 2 LTR junctions constitute an evidence of a circular TE and were detected
using a SR mapping strategy. Reads were aligned against the reference genomes using the sege-
mehl software [65] with the following parameters: -S (SR mapping) -A 95 (accuracy of 95%)
-U 24 (minimum score of 24) -Z 25 (minimum length of 25) -W 95 (alignment covered on
95% of the read). Split reads were collected from .bam files based on the FLAG field of each
read, using the view module of SAMtools. Therefore, only reads which were not mapped in a
proper pair (-f 14) and which have multiple primary alignments (-F 256) were considered as
SR. The coverageBED module of BEDTools was used to determine the read coverage depth of
these SR .bam files were visualized with IGV.

Candidate TEs

To determine TE loci of interest in each library, we first filtered the .bam files obtained from
bowtie2 mapping (for the DOC) for TEs covered for 90% of their length and with a DOC >10
rpm. Using the .bam files obtained from segemehl mapping we selected the TE loci with a SR
coverage >10 rpm. We selected the TE loci fitting both criteria and which length is > 100bp
(S6 Table). The TE loci were visualized with Circos [63]. The in-house developed code for
DOC and SR detection and for the establishment of the candidate TE list can be accessed upon
request.

Southern blot analysis

Total genomic DNA was extracted using the CTAB method [66] and samples were loaded on a
0.8% agarose gel and transferred onto Hybond-N+ nylon membrane (GE Healthcare). The
Southern blot on A. thaliana material was performed as previously described [44] using a
radioactive probe. The Southern blot on O. sativa material was performed using a non-radio-
active probe and the hybridization signal was detected with the DIG system (Roche) following
the manufacturer’s instructions. Stringency washes were performed at 65°C in 0.5X SSC.
Probes were amplified from genomic DNA by PCR using primers listed in the S4 Table. The
Southern blots on Fig 5A and 5B were repeated twice using biological replicates.
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Transcription analysis

Total RNAs were isolated from leaves, flowers and seeds using the Tri-reagent (MRC) accord-
ing to the manufacturer’s instructions. RNAs were treated with DNAse from RQ1 kit (Pro-
mega) and 1.25 ug were reverse-transcribed into cDNAs using the GoScript kit (Promega).
Analyses by quantitative real-time PCR (qQRT-PCR) were established using 7 to 35 ng of
cDNA. qRT-PCRs were run on a LightCycler 480 (Roche) using Takyon No Rox SYBR
MasterMix dTTP Blue Kit (Eurogentec) according to the manufacturer’s instructions. The
qRT-PCR conditions were the following: a first denaturation step at 95°C for 5 min followed
by 40 cycles at 95°C for 15s, an annealing and elongation step at 60°C for 60s, and a melting
curve analysis at 95°C for 10s, 60°C for 10s, an increase of 0.04°C per second until 95°C and a
final step of cooling at 40°C for 30s. Two biological replicates were analyzed for each tissue.
PopRice and Osr4 expression levels relative to eIF-5a [67] were calculated using the formula:

2 (mean (CT PopRice—CT internal references) primers were used with a concentration of 2uM and
primers details are given in the S4 Table and S13 Fig.

PCR validations

PCR reactions were performed using 2 pl of DNA (before or after the RCA amplification) in
a final volume of 15 pl, using the GoTaq polymerase (Promega). All primer pairs were de-
signed using Primer3 (www.primer3.ut.ee) and quality-checked using OligoCalc (www.basic.
northwestern.edu/biotools/oligocalc.html) and BLAST (www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/).
Target sequences and primers used are shown in S4 Table. The PCR conditions were the fol-
lowing: a first denaturation step at 95°C for 5 min followed by 30 cycles at 95°C for 30s, an
annealing step (temperature details in S4 Table) for 30s, an elongation step at 72°C for 20 sec-
onds, and a final extension step at 72°C for 5 min. 8 pl of PCR products were deposited on a
1,5% agarose gel and run at 135mV for 30 min. DNA was stained using a GelRed dye (Bio-
tium). Gel pictures were obtained using an UGenius gel imaging system (Syngene). All PCR
assays were repeated at least twice using biological replicates.

Identification of PopRice subfamily

To determine the evolutionary story of PopRice elements, a consensus sequence of PopRice
was used to detect by BLAST all LTR-RTSs from the IRGSP-1.0 reference genome belonging

to the same family (HSP>>4000bp, minimum of 70% of identity, e-value < e*°). All selected
sequences were aligned with MAFFT (http://mafft.cbrc.jp/alignment/server/). Alignments
were analyzed using SEAVIEW (http://doua.prabi.fr/software/seaview) and all incomplete ele-
ments were removed. 47 elements were selected for the Osr4 family (comprising PopRice
sequences) and a phylogenetic tree was built with PhyML and visualized with FigTree (http://
tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/).

Accession number

Sequencing data generated in this study have been deposited at the European Nucleotide
Archive (ENA, www.ebi.ac.uk/ena) under the accession number PRJEB13537.

Supporting information

S1 Fig. Lifecycle of LTR-RTs. The retrotransposition cycle is composed of different steps. The
5’LTR contains a RNA polymerase II promoter sequence and marks the start of transcription
(1) and in contrast the 3° LTR indicates the stop and the polyadenylation signal. LTR tran-
scripts are used both as a matrix for translation (2, 3) and for reverse transcription (6-8). In
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the cytoplasm, the polyprotein is self-cleaved into 4 proteins (3): a reverse transcriptase (RT;
green dot), a RNaseH (yellow dot), an aspartic proteinase (AP; purple dot) and an integrase (IN;
blue dot). The interaction between some gag proteins induces the protection of the transcript
and of the 4 proteins in a virus-like particle (VLP) (4, 5). The binding of a host tRNA on the
primer binding site (PBS) flanking the 3’ end of the 5’ LTR initiate the reverse transcription of
the transcript into DNA via the RT (6). The RNAseH degrades the RNA template (7) and the
complementary strand is reverse transcribed (8). The newly synthesized ecDNA copy associ-
ated with IN (9) migrates into the nucleus using unknown mechanisms (10). This ecDNA can
lead to a new insertion in the host genome (11) or alternately can be recognized by DNA repair
mechanisms (either non-homologous end-joining (NHE]) or homologous recombination) to
form eccDNA molecules (12).

(PDF)

S2 Fig. Detection of eccDNAs originating from ribosomal DNA repeats in A. thaliana. (A)
Abundance of reads mapping at TE-annotated and rDNA loci in the A. thaliana W'T mobi-
lome-seq library. Each dot represents the normalized coverage per million mapped reads per
all TE-containing (black circles) or rDNA containing (red dots) 100bp windows obtained after
aligning the sequenced reads on the reference genome. (B) Abundance of reads mapping at
TE-annotated and rDNA loci in the A. thaliana epil2 mobilome-seq library. Legend as in (A).
(PDF)

S3 Fig. Analysis of A. thaliana mobilome-seq libraries. (A) Abundance of reads mapping at
TE-annotated loci in the A. thaliana WT mobilome-seq library. (B) Statistical analysis of the
WT mobilome-seq library presented in (A). (C) Statistical analysis of the epil2 mobilome-seq
library presented in Fig 2B. Legend as in Fig 2B.

(PDF)

S4 Fig. Split read (SR) analysis of A. thaliana mobilome-seq libraries. (A) Abundance of
SRs mapping at TE-annotated loci in the A. thaliana WT mobilome-seq library. (B) Abun-
dance of SRs mapping at TE-annotated loci in the A. thaliana epil2 mobilome-seq library.
Legend as in Fig 2B.

(PDF)

S5 Fig. EVD forms eccDNAs in A. thaliana epil2 line. Example of a SR identified in the A.
thaliana epil2 mobilome-seq library spanning the junction of the 2LTR-circle corresponding
to EVD aligned with an artificial junction corresponding to the 3 part of the 3’LTR (red box)
fused to the 5 part of the 5’LTR (yellow box).

(PDF)

$6 Fig. Comparison between mobilome and transcriptome data. A circos plot showing,
from outermost to innermost track, scatter plots for (i) split reads coverage per million reads
per TE locus (SRs, red track), (ii) total coverage per million reads per TE locus (DOC, blue
track) and (iii) transcriptome coverage at TEs (TR, green track). Transcriptome data are pre-
sented as the log, of fold change in epil2 versus WT at significantly upregulated TE loci [47].
The tracks are scaled separately. The chromosome sizes are indicated in megabase pairs. For
mobilome-seq data the names of TE loci that are covered on 90% of their length with both a
DOC and SR value >5 reads per million reads are indicated. Data used for this plot are avail-
able in S7 Table.

(PDF)

S7 Fig. Analysis of the O. sativa WT callus mobilome-seq libraries. (A) Statistical analysis of
the mobilome-seq library presented in Fig 3A. Legend as in Fig 3A. (B) Abundance of SR
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mapping at TE-annotated loci in the WT callus mobilome-seq library.
(PDF)

S8 Fig. Tos17 and Lullaby form eccDNAs in rice calli. (A) Example of split read spanning the
perfect junction of the 2LTR-circle corresponding to Tos17. Legend as in S5 Fig. (B) Example
of split read spanning the perfect junction of the 2LTR-circle corresponding to Lullaby.

(PDF)

S9 Fig. Analysis of the O. sativa seed mobilome-seq libraries. (A) Statistical analysis of the
mobilome-seq library presented in Fig 4A. Legend as in Fig 4A. (B) Abundance of split reads
mapping at TE-annotated loci in the O. sativa WT seed mobilome-seq library.

(PDF)

$10 Fig. PopRice retrotransposon forms eccDNAs in rice seeds. (A) Example of a split read
spanning the perfect junction of the 2LTR-circle corresponding to PopRice. (B) Example of a
split read spanning the imperfect junction of the 2LTR-circle corresponding to PopRice. A
primer binding site (PBS) sequence is highlighted in blue. The PBS is normally found after the
5’LTR in a linear PopRice. Legend as in S5 Fig.

(PDF)

S11 Fig. De novo assembly of EVD eccDNAs. Example of scaffolds obtained after de novo
assembly of epil2 mobilome-seq library and corresponding to EVD. The presence of many

scaffolds (and not only one) suggests that EVD forms a complex population of circles.
(PDF)

S12 Fig. Detection of PopRice eccDNAs by PCR. Circular forms of PopRice are specifically
detected in the dissected rice endosperm using inverse PCR. Legend as in Fig 5C. PCR using
eEF1a primers is used as a loading control.

(PDF)

S13 Fig. Schemes depicting the localization of primers and probes used in this study for
the analyzed retrotransposons.
(PDF)

S1 Table. Characteristics of the A. thaliana mobilome-seq libraries.
(PDF)

$2 Table. Characteristics of the O. sativa mobilome-seq libraries.
(PDF)

$3 Table. Localization of PopRice and Osr4 elements in the O. sativa ssp. japonica cv. Nip-
ponbare reference genome.
(PDF)

$4 Table. List of primers used in this study.
(PDF)

S5 Table. Significant coverage values. For each library, the number of mapped reads per mil-
lion per 100bp window is indicated with P-value < 10 (CHR: chromosome, BP: base pair
start coordinate of the 100bp window).

(PDF)

$6 Table. Full mobilome-seq data. For each library, the peaks corresponding to candidate
TEs are listed.
(PDF)
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§7 Table. Data used for the S6 Fig circos plot.
(XLS)

S8 Table. Data used for the plot in Fig 2.
(XLS)
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Le séquencage du mobilome a permis I’identification d’ET connus pour étre actifs, EVD et
Tos17 respectivement chez Arabidopsis et chez le riz dans des tissus ou I’épigénome est
déstabilis¢. De plus, le séquencage du mobilome a différents stades de développement chez le
riz a mis en évidence I’activité d’un nouvel élément que nous avons appelé PopRice dans les
grains. Les analyses par Southern blot et par PCR inverse montrent que I’ADNecc de PopRice
est spécifiquement détecté dans les tissus du grain (Figure 13a,b) dés le développement de
I’embryon (le stade laiteux : 3 & 5 jours apres la pollinisation). La dissection des différents tissus
du grain confirme également la présence spécifique de ces cercles dans I’albumen, tissu
nourricier du grain (Figure 13b). Par analyse RT-qPCR nous avons montré que PopRice et tous
les ¢léments de la famille sont transcrits spécifiquement dans les grains et non dans les feuilles

et dans les fleurs (Figure 13d.e).

Dans la littérature, I’hypométhylation de I’albumen de riz par rapport & I’embryon est trés bien
détaillée, une de ses conséquences étant la réactivation transcriptionnelle massive des ET
(Zemach et al. 2010; Xing et al. 2015). Ce changement épigénétique pourrait suggérer
¢galement une activité transpositionnelle des ET importante dans ce tissu. Or, nos données de
mobilome-seq ont montré que seul ’ADNecc de PopRice était détecté dans les grains de riz.
L’activité de PopRice est-elle une conséquence directe du relachement épigénétique observé
dans I’albumen ? Comment alors expliquer que contrairement aux autres familles d’ET,
PopRice passe la barriére de la transcription et de la transcription réverse ? Quels sont les
mécanismes de régulation de PopRice ? Quel impact a I’activité de PopRice sur le génome de
I’albumen de riz ? La suite de nos travaux, présentés ci-dessous dans la deuxiéme partie de ce
chapitre, a consisté a caractériser 1’activité de cet ¢lément d’une part au sein du genre Oryza
puis d’autre part, au sein des céréales. Certains des résultats clés de I’article de PLoS Genetics
ont pu étre étoffés depuis la publication et ils sont repris dans cette partie afin de faciliter la

lecture.
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Figure 13. Accumulation du rétrotransposon a LTR PopRice sous forme extrachromosomique dans I’albumen
du grain de riz. (a) Détail de la structure du grain de riz. L'enveloppe externe protége le grain et assure une barriere
entre la graine et 'environnement. L’albumen, constitué de granules d’amidon, se développe jusqu’au stade mature
du grain et fournit les nutriments nécessaires a la germination de la graine et au développement de la plantule a partir
de I'embryon. (b) Analyse par Southern blot en utilisant de ’TADN génomique (ADNg) non digéré extrait a partir des
tissus disséqués de grains de riz matures et hybridés avec la sonde PopRice_sonde1 (voir (e) et annexes) spécifique
des éléments de la famille PopRice. Cette analyse montre que les copies intégrées de PopRice (ADNg) sont
détectées dans tous les tissus du grain contrairement aux formes extrachromosomiques (ADNec) qui ne sont
détectées que dans l'albumen du grain. Une image du GelRed est montré comme contréle de chargement. (c)
Analyse par RT-gPCR des transcrits de PopRice dans les feuilles, fleurs et grains de riz matures, en utilisant un
couple d’amorces spécifique de la sous-famille PopRice. Le niveau d’expression relative a été calculé a partir de
I’expression du géne de référence elF-5a (Xu et al., 2015). Les barres d’erreurs ont été calculées a partir de trois
réplicats techniques et deux réplicats biologiques sont montrées pour chaque tissu. (d) Analyse par RT-gPCR des
transcrits de PopRice et Osr4 dans les feuilles, fleurs et grains de riz matures en utilisant un couple d’amorces
spécifigue de la famille Osr4 (incluant PopRice). (e) Schéma de la localisation des amorces utilisées pour les
analyses b, ¢ et d. Ces figures sont issues de Lanciano et al., 2017.



Partie 2. Caractérisation de DP’activité de PopRice au sein des grains de

céréales.

Introduction

La structure et le développement du grain chez les plantes monocotylédones sont tres différents
des dicotylédones (Zhou et al. 2013). Chez le riz, plante modele des monocotylédones, les trois
tissus principaux qui constituent la graine sont I’embryon, I’albumen et 1’enveloppe (Figure
13a). L’embryon résulte de la fécondation entre I’oosphére (1n) du gamétophyte femelle et une
cellule spermatique (1n) du gamétophyte male alors que I’albumen est issu de la fusion entre la
deuxieme cellule spermatique du gamétophyte male et une des deux cellules centrales (2n) du
gamétophyte femelle. L’albumen (3n) est un tissu qui n’est pas transmis a la génération
suivante. Le développement du grain se déroule en trois phases majeures : (1) développement
de I’embryon, (2) remplissage de I’albumen, (3) déshydratation de la graine. Chez Arabidopsis
I’albumen est consumé par I’embryon qui se développe, contrairement aux monocotylédones
ou I’albumen accumule continuellement des nutriments et joue un rdle primordial dans la
germination du grain et dans le développement de la plantule en fournissant les nutriments et
I’énergie nécessaires. Ces différences majeures expliquent indirectement pourquoi les
monocotylédones, et plus précisément les grains de céréales, fournissent les principales

ressources énergétiques de I’alimentation animale.

Les différents tissus du grain subissent des changements physiologiques importants ainsi que
des changements au niveau épigénétique au cours de la maturation du grain. Les analyses
transcriptionnelles effectuées sur les différents tissus du grain a différents stades de
développement ont révélé que les facteurs de transcription exprimés dans 1’albumen étaient
majoritairement associés avec des genes impliqués dans la régulation du stockage des
nutriments et dans la synthése et la réponse a ’hormone acide abscissique (ABA) (Xue et al.
2012). Les hormones, et notamment I’ABA, jouent un réle central dans la régulation du
développement du grain et dans la réponse au stress, ainsi que dans le controle de la dormance
(arrét de la croissance et du développement du grain jusqu’a I’arrivée de conditions optimales
pour germer) (Liu et al. 2014). La méthylation de I’ADN joue également un r6le important dans
la régulation des genes clés du développement du grain (Zemach et al. 2010). Comme
précédemment présenté dans le chapitre 1 de I’Introduction (voir page 14), ’ADN de I’albumen

de riz des deux sous-especes Oryza sativa ssp. japonica et indica est trés fortement déméthylé
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Tableau 1. Caractéristiques des éléments de la sous-famille PopRice. Les coordonnées référent au génome de référence de Nipponbare (IRGSP1.0).
La couverture moyenne de séquencage du mobilome de grains pour chacun des éléments est indiquée en lectures par million (rpm) et est représentée par
un code couleur (rouge, les plus représentés, blanc les moins représentés). Cette couverture est calculée a partir de deux réplicats biologiques. La taille
des deux LTR est indiquée en paires de bases ainsi que leur identité. L'analyse des polymorphismes d’insertions et des délétions entre les deux sous-
espéces O. sativa ssp. japonica et indica a été réalisée par E. Lasserre. La localisation dans un intron de géne est indiquée, ainsi que la fonction du géne
le cas échéant. Les domaines protéiques VHS et GAT sont impliqués dans le transport membranaire et le géne OsCBL1 est une protéine calcineurine qui

se lie au calcium.

P couverture moyenne taille taille . iz polymorphe . . . .

ID coordonnées (IRGSP1.0) mobilome-seq (rpm) | 5°LTR (bp) | 3'LTR (bp) % identité LTR japonica vs. indica intron géne function du géne
PopRice_1 chr01:4776239-4781940 346 362 362 LOC_0Os01g09384 |non déterminée
PopRice_2 chr02:11897051-11902751 362 362 non
PopRice_3 chr02:34010137-34015809 334 362 non
PopRice_4 chr03:1910824-1916518 197 362 362 LOC_0s03g04169 |non déterminée
PopRice_5 chr04:21858331-21863990 368 364 non
PopRice_6 chr04:29764342-29769992 393 360 non
PopRice_7 chr04:31205979-31211679 362 362 LOC_0s04g52479 |non déterminée
PopRice_8 chr06:2568077-2573729 332 non
PopRice_9 chr06:3207031-3212695 350 non
PopRice_10 |chr07:11227404-11233065 350 non
PopRice_11 chr08:9051840-9057543 363 non
PopRice_12 |chr09:1229148-1234789 157 334 LOC_0s09g02729 |phospholipase
PopRice_13  |chr09:8572145-8577847 246 363 non
PopRice_14  |chr10:13174222-13179845 30 352 LOC_0Os10g25487 |résistance aux maladies
PopRice_15 |chr10:22300481-22306180 298 363 LOC_0Os10g41510 |similaire a la calcineurine OsCBL1
PopRice_16  |chr11:4997937-5003672 32 405 LOC_0Os11g09329 |domaines protéiques VHS et GAT
PopRice_17  [chr11:26689013-26694658 58 301 non




dans les trois contextes de méthylation CG, CHG et CHH (Zemach et al. 2010; Xing et al.
2015). Cette hypométhylation semble également responsable de 1’activation transcriptionnelle
des ET dans I’albumen (Zemach et al. 2010) mais ne semble pas suffisante pour activer
transpositionnellement les ET. En effet nos données de mobilome ont montré que seul le
rétrotransposon PopRice semble avoir la possibilité¢ de former des ADNecc dans I’albumen du

riz.

Ce premier résultat suscite des interrogations sur les mécanismes génétiques et épigénétiques
qui régulent PopRice. Si ’activit¢ de PopRice est le simple résultat d’un relachement
épigénétique contrdlé par la plante, d’autres familles d’ET devraient répondre de la méme
manicre. Or, nous avons montré que ce n’était pas le cas. La singularité de PopRice pourrait
indiquer que I’activité de PopRice a un impact sur le développement ou la germination du grain
et a donc été potentiellement sélectionnée au cours de 1’évolution. Si notre hypothese se révele
juste, I’activité de PopRice pourrait également étre conservée dans les grains d’autres especes
de céréales. En effet, le développement du grain chez les monocotylédones est un processus
relativement conservé (Evers et Millar 2002). J’ai ainsi consacré une partie de ma thése a
analyser les séquences régulatrices de PopRice chez le riz puis a caractériser I’activité de

PopRice dans les grains de plusieurs espéces de céréales.
Résultats
2.1 Régulations génétiques et épigénétiques de PopRice

PopRice est une sous-famille de rétrotransposons appartenant a la grande famille d’Osr4 (O.
sativa LTR retrotransposon 4) (McCarthy et al. 2002) et qui est composée de 17 éléments
(Tableau 1). Les 17 copies intégrées dans le génome de référence ont en moyenne entre 85% et
99% d’identité au niveau nucléotidique. Les résultats de séquencage du mobilome ont montré
que certaines copies de PopRice étaient plus couvertes que d’autres ce qui suggere que toutes
les copies ne feraient pas de cercles et que seules certaines copies seraient actives dans les grains
(Tableau 1). Par ailleurs, les autres membres de la famille d’Osr4 ne sont pas présents ou

couverts dans le mobilome du grain et ne semblent donc pas actifs.

Huit copies de PopRice ont leurs 2 LTR identiques a 100% (Tableau 1). Comme précédemment
expos¢ dans le chapitre 1 de I’Introduction (voir page 41), le pourcentage d’identité des LTR
est un témoin de 1'dge de I’insertion : plus les LTR sont identiques, plus l'insertion est récente

et il apparait donc que la sous-famille PopRice est récente. Les LTR d’un rétrotransposon ont

41



a PopRice LTR b

{ - PopRice_1

| _ PopRice_7
TGTAGGAATAAGTCTTGGCTGGTTGGTCTTGGTCTTGTGGTGCCTTTTTCCTG

| - Popfice_2 CTTTTCAGCTTTCTAGGACAGCATCTCTACTTTCAGTTTGGATGCTCTAGGAC
| _ popice._ 11 AGTTAGGACAGCAGTTTGTTGAGATGCTCTAGGACAGTTTGTTGGGATGCTCT
GCTCTAGGACAGTTTGTTGGGATGCTGACAGCACCCTCTTAGACTAGCATGGC
TGCATGGCTGCTACAAGCAGCTATAAATATGTATCCAATCCTCTTTGGGAGGA
| - PopRice_13 CATGGCTTTTGTGTTTAGTGAATGAAGAAAACCAGAAAATTGCCCCATCTCGA
N _ popriice. 12 GTGCCATCCTCTTCTCAATGAGAGTAACCATTGAAATTCTAACA

\| _ PopRice_4

PopRice LTR

i - PopRice_9

cHGembryo | f bl okl Al A o gy
CHG endosperm i PRI T - mu

anadinds &

couche a aleurone

embryon coemtryo. NI, L ﬂ L0 |||In||||||| L0 A
coendospen Wil [ WIRTR TR T WY T
[

CHHembryo

al A oAbk

albumen CHH endosperm

Expresson embryo

Expression endosperm ] i Ak )
m g JlutelinB7 IgEelinIW : . 9|Lﬂi9 B4

|, 0213070 O02g1s090 | O-solzlg'lli%ﬂ =
T 1) A re B S—

Genes

PopRice_11 5763
_ . LTR_Osr4 L GATAAGTCTTTGTGGTCCTTGGTCGTGATTCTTCTTTTTGCTTTTGGGTAGTTT 54
= . . = FEErrrrrr [ N N N N N R | [

. . o N LTR PopRice 1 TGTAGGAATAAGTCTTGGC--TGGTTGGTCTTGG-TCTTGTGGTGCCTTTTTCCTGCTTT 57
s : . PopRice LTR .

LTR_Osr4 55 CACCTTTTTCAGGACAGCATCTACCCTTTAGCATATTTTTCAGTTGCTAGGACAGTTGCG 114

I (ARRRRERERY [BRN (R [ERRRREREN
LTR_PopRice 58 TCAGCTTTCTAGGACAGCATCTCTACTTT----CAGTTTGGATGCTCTAGGACAGT---- 109

LTR_Osr4 115 GTTAGTAGGACAGCAGCAGTTAGCATCTCCTTTATGCCTCCTTTATGCTTTATTAAGTTT 174
(RERRRREERN || | | | | I 1]
LTR_PopRice 110 ----- TAGGACAGCAGTTTGTTGAGATGCTCTAGGACAGTTT-~=========—=~ GTTG 150

_ Osr4LTR

LTR Osr4 175 GGATGCCCTCTAGGACAGCATCCCATTTAAATTTCGA-————-- ATTTTAGACTAGGAGG 227

[AERERENA | || [} | Il (AR R RN
LTR_PopRice 151 GGATGCTCTGCTCTAGGACAGTTTGTTGGGATGCTGACAGCACCCTCTTAGACTAGCA-- 208

Osr4_22

LTR_Osr4 228 GTGCAGCAATAGGCTAGCAGCCAGCTATGGCTATATATATATATGTATCCAACCTTCCTC 287
LTR_PopRice 209 =---------- T(‘S(‘S(‘Z"FGC]\T(‘SG(‘ZT(‘SQZ’LI‘\C]\]\GC]\GCI“ZLI“ZLA]\’I‘"I‘\W‘“(‘SW‘V‘\’I‘“(‘I(‘II‘\I‘\T(‘ICW‘“(‘IT’]‘“T 258
LTR_Osr4 288 GGGTAGGTATGGCTTTTGTGTTTTGTGAATGAAGAAAACCAGAAAATTGCCCCATCTCGA 347
LR PopRice 259 GGGACGACATGSCTTTIGTATITAGTCATCAAGAARACCACAAAATICCCCCATCTCER 316
LTR_Osr4 354 GTGCCATTCTCTTCTCAATGAGAGTAACCATTGAGAGTAACCATTGAAATTCTAACA 404

\' FEEEEEE FEEr e e e e e e | [ARERREN

LTR_PopRice 319 GTGCCATCCTCTTCTCAATGAGAGTAACCATTGAAA-=-=========== TTCTAACA 362

5672 L s
S'LTR séquence interne [3LTR

Figure 14. Présence de motifs répétés dans le promoteur de PopRice. (a) Analyse par dot-plot de huit LTR de
PopRice. La séquence nucléotidique de chaque LTR de PopRice est graphiquement comparée a elle méme et aux
sept autres (logiciel gepard). La ligne principale correspond a la séquence alignée contre elle méme. Les
répétitions en tandem sont représentées comme des lignes paralléles a la ligne principale. Ce dot-plot montre que
PopRice comporte des séquences répétées en tandem dans ses LTR. (b) Séquence nucléotidique du LTR de
PopRice. Les motifs répétés du LTR de PopRice sont surlignés en vert, la TATA box est représentée en caractéere
gras et le codon start en rouge. (¢) Analyse du profil d’expression du géne GUS sous l'activité du promoteur du
géne GluC (gene de la famille des glutélines chez le riz; Qu et al. 2008). (d) Niveaux de méthylation et d’expression
de trois genes glutélines dans I'embryon et dans I'albumen de riz (chr02:8425000-8495000) (Figure de Zemach et
al. 2010). Les encadrés soulignent les zones déméthylées dans I'albumen par rapport & 'embryon, en contexte
CG. (e) La séquence nucléotidique de PopRice_11 est comparée a la séquence nucléotidique de Osr4_22. Les
séquences internes de PopRice et de Osr4 sont trés fortement conservées (96,4% d’identité) contrairement aux
LTR de PopRice et de Osr4 (59,3%). Un agrandissement de I'alignement des séquences au niveau du LTR 3’ de
PopRice et du LTR 5’ de Osr4, encadré en rouge, est montré. (f) L'analyse de I'alignement du LTR de PopRice
contre le LTR de Osr4 montre que les motifs répétés du LTR de PopRice, surlignés en vert, ne sont pas conservés
dans le LTR de Osr4.




¢galement un role de promoteur et I’analyse de ces s€quences promotrices chez PopRice a mis
en évidence la présence de boites répétées (Figure 14a,b). Parmi ces boites, nous avons identifié
le motif CAGTTTGTTG qui est une séquence cis régulatrice appelée g-box présente dans les
promoteurs des genes de la glutéline, génes codant pour des protéines de stockage, déméthylés
dans I’albumen (Figure 14d) (Zemach et al. 2010) et exprimés spécifiquement dans I’albumen
(Figure 14c) (Qu et al. 2008)). Par ailleurs, les motifs identifiés dans le LTR de PopRice sont
absents dans le LTR des autres membres d’Osr4 (Figure 14e,f). Les séquences internes de
PopRice et Osr4 sont trés conservées (96% d’identité) contrairement aux séquences des LTR
(59%) (Figure 14e,f). Seuls quelques exemples d’ET sont connus pour avoir acquis des
séquences régulatrices bien identifiées (voir page 16). La présence de ces séquences cis
régulatrices répétées dans le promoteur de PopRice pourrait expliquer la spécificité tissulaire
de Dlactivit¢é de PopRice et suggererait donc une régulation génétique de PopRice. Or,
précédemment par analyses RT-qPCR nous avons montré que PopRice et Osr4 étaient
fortement exprimés dans les grains comparés aux feuilles et aux fleurs (Figure 13c,d). Par
conséquent la présence des motifs de type g-box chez PopRice ne semble pas suffisante pour

expliquer les différences de représentation dans le mobilome observée entre PopRice et Osr4.

Comme précédemment mentionné, I’albumen de riz est fortement hypométhylé par rapport a
I’embryon (Zemach et al. 2010; Xing et al. 2015). De plus, le reséquencage du mutant oscmt3
affecté dans une méthyltransférase 8 ADN chez Oryza sativa (Cheng et al. 2015) a montré une
rétrotransposition de deux éléments de la famille Osr4 (PopRice 6 et PopRice 9 selon notre
nomenclature). Ces données suggerent que PopRice est sous controle €épigénétique. Pour
confirmer cette hypothese, le niveau de méthylation de PopRice et de Osr4 dans les feuilles, les
grains (albumen et embryon compris), ainsi que dans 1’albumen seul a été évalué a I’aide de
I’enzyme de restriction Hpall (Figure 15a,b). Hpall est une enzyme sensible a 1’état de
méthylation du site de restriction, autrement dit Hpall coupe I’ADN (au site CCGG) seulement
si le motif CG est déméthylé. Ces résultats montrent que seulement une partie de ’ADN a été
digérée dans les feuilles et dans les grains, suggérant que dans ces deux échantillons, certains
¢léments sont déméthylés et d’autres non. Cependant la digestion de I’ADN dans 1’albumen
seul est totale et indique donc que les éléments de PopRice et Osr4 sont totalement déméthylés
dans ce tissu. Cette technique étant peu résolutive, I’analyse in silico des données de séquencage
bisulfite publiées par Zemach et al. (2010) a été effectuée. Néanmoins, notre analyse a montré
que la couverture de séquencage de ce jeu de données était insuffisante pour conclure. En effet,

par exemple sur le chromosome 2, 70% des cytosines sont couvertes dans I’albumen contre
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Figure 15. Régulation épigénétique de PopRice et Osr4. (a) Niveau de méthylation de PopRice et de Osr4
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contexte de
méthylation en CG

0.9

0.8

0.7 H

0.6

0.5

0.4

% de cytosines

0.3

0.2

©- embryon
albumen

s

V~o-o0--- ]

% de cytosines

Figure 16. Analysis in silico de données de méthylation chez I’embryon et I’'albumen de riz. Couverture de
séquengage de chaque cytosine du chromosome 2 dans les trois contextes de méthylation CG, CHG et CHH
(ou H est A, T ou C) des données bisulfite de Zemach et al., (2010). Figure réalisée a partir du package R
DMRcaller. Ces plots montrent que pour les trois contextes par exemple, 70% des cytosines sont couvertes et

T T T 1 T
12345 10

nombre minimum de
lectures

seulement 30% ont 5 lectures ou plus.

contexte de
méthylation en CHG

-+ - embryon
albumen

0.9

0.8

0.7 +

0.6

0.5 +

0.4

0.3 +

0.2 +

0.1 +

.
L T T

T T 11 T
12345

nombre minimum de
lectures

% de cytosines

PopRice

pra—
Hpa_F Hpa_R

Hpa_F Hpa_R

contexte de
méthylation en CHH

>
>

0.9

0.8 +

0.7 A

0.6 +

0.5 o

0.4 o

0.3

0.2 o

0.1 o

embryon
—4— albumen

T T T 1 T
12345

nombre minimum de
lectures




seulement 10% dans I’embryon (Figure 16). De plus, dans I’albumen, seules 30% des cytosines
sont soutenues par au moins 5 lectures or un minimum de 10 lectures est nécessaire pour obtenir
des résultats statistiquement significatifs (Becker et al. 2011). Finalement, ces résultats
d’expression et de méthylation confirment I’activité de PopRice dans 1’albumen mais en
revanche ils ne permettent pas d’expliquer les différences d’activité au sein de la grande famille

d’Osr4.

2.2 Activité transpositionnelle de PopRice

Les différentes expériences menées jusqu’ici ont montré que dans 1’albumen de riz, les éléments
de PopRice étaient transcrits, réverse-transcrits et présents sous forme extrachromosomique
(Figure 13). Si le séquengage du mobilome permet d’identifier les ET actifs, il ne permet pas
en revanche de savoir si de I’ADNec provenant de ’ET actif se ré-insére dans le génome et
crée une néo-insertion. Afin d’évaluer I'impact de 1’activité de PopRice dans le génome de
I’albumen, les grains de riz de la variété Nipponbare pour laquelle nous disposons d’un génome
de référence de qualité, ont été reséquencés. Les grains ont été disséqués sous loupe binoculaire,
I’ADN d’albumen a été extrait et reséquencé par la technologie Illumina (voir page 25) avec
deux profondeurs différentes, un séquencage léger (environ 10X) puis un séquencgage plus
profond (environ 100X) (Figure 18a). Les données de séquencage ont été¢ analysées a partir
d’un pipeline développé par M-C Carpentier (Figure 17 et Matériel et Méthodes). En résumé,
les lectures pairées de 250 paires de bases (bp) ont été alignées sur la séquence de PopRice. Les
lectures non-alignées des paires alignées/non-alignées ont ensuite été alignées par BLAST sur
le génome de référence (IRGSP1.0) afin de localiser la région d’insertion de 1’élément. Le
nombre de lectures qui soutient chaque néo-insertion détectée a été comptabilisé mais aucun
seuil de lecture minimum n’a été établi. Chaque néo-insertion identifiée a ensuite été validée

par dot-plot et par PCR.

La couverture moyenne de séquencage a été calculée en prenant comme référence la couverture
de 72 séquences uniques réparties sur I’ensemble du génome (voir Matériel et Méthodes page
74; Tableau S2 en Annexes) et varie entre 23X +/- 9 pour le séquengage en 10X et 82X +/- 27
pour le séquencage en 100X (Figure 18a). La variation de la couverture moyenne de séquencage
s’explique par le fait que certaines régions du génome sont plus difficilement séquencées que

d’autres. Or le nombre de néo-insertions détectées par le pipeline varie en fonction de la
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développé par M-C Carpentier et utilisé pour I'analyse du reséquengage profond.



profondeur de séquengage. En outre le pipeline utilisé pour détecter les insertions de PopRice
ne permet pas de localiser une copie insérée dans une région répétée du génome (voir Matériel
et Méthodes page 74). C’est pourquoi, sur les 47 ¢léments endogenes d’Osr4 (copies de
PopRice incluses) seulement 41 insertions ont été détectées pour le séquengage en 100X.
L’avantage de ce séquengage a double profondeur est de pouvoir évaluer la fréquence des néo-
insertions de PopRice. Autrement dit, si les néo-insertions de PopRice sont un événement rare
dans le génome, la probabilité de détecter des néo-insertions avec une couverture de séquencage
basse est faible et plus la couverture de séquencage est importante, plus les probabilités de
trouver des néo-insertions augmentent. En revanche, si ces néo-insertions sont tres fréquentes
dans le génome, méme avec une faible couverture de séquencage, les probabilités de trouver
des néo-insertions sont bonnes. Notre analyse montre qu’a partir d’un séquencage d’environ
23X, 16 néo-insertions de PopRice ont ét¢ identifiées par le pipeline contre 60 néo-insertions
pour le séquengage en 100X. En d’autres termes, ce résultat suggére que la fréquence des

insertions de PopRice dans I’albumen semble importante.

Dans le but de valider ces néo-insertions, les séquences de la région d’insertion, de I’ET et des
lectures pairées qui couvrent la néo-insertion sont comparées entre elles par dot-plot. Pour
qu’une néo-insertion soit validée, la premiére lecture d’une paire doit aligner sur la région
d’insertion (qui ne présente aucune homologie avec 1'ET) alors que la seconde lecture doit

aligner sur I’ET. C’est le cas pour les insertions 8 et 11 (Figure 18b,c).

Chacune des insertions identifiées est soutenue par une seule lecture. Or ’activité de PopRice
dans I’albumen étant somatique, chaque néo-insertion de PopRice est unique et peut étre
présente dans un nombre limité de cellules. Ceci peut expliquer la faible couverture de
séquencage des néo-insertions et illustre la difficulté¢ de détecter des insertions somatiques a
partir des données de séquencage Illumina. Nous avons ensuite tenté de valider ces deux
insertions par PCR. Actuellement, nous avons testé 5 néo-insertions par PCR sans résultat
positif. Etant donné la difficulté de valider par PCR des insertions somatiques, d’autres
approches devront étre envisagées (capture par exemple) afin de conclure sur le niveau de

transposition de PopRice.

Nos données de mobilome suggéraient que seul PopRice était fortement actif dans I’albumen.
Pour tester si d’autres familles étaient actives d’apreés nos données de reséquengage, deux
familles de rétrotransposons a LTR, Tos!7 et Houba, ont ét¢ étudiées pour leurs néo-insertions.

Le pipeline a été appliqué sur ces deux familles (Figure 19a). Tos/7 est présent en 2 copies
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Figure 18. Activité transpositionnelle de PopRice dans I'albumen de riz. (a) Tableau des résultats du
reséquencage. (b) et (c) Validations par dot-plot des néo-insertions #8 et #11 détectées par le re-séquencage de
albumen de riz. Les séquences de la région d’insertion, de I'ET et des lectures pairées qui couvrent la néo-
insertion sont comparées entre elles. Pour qu’une néo-insertion soit validée, la premiére lecture d’une paire doit
aligner sur la région d’insertion (Refseq, qui ne présente aucune homologie avec I'ET) alors que la seconde lecture
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doit aligner sur I'ET. Ces dot-plots montrent que l'insertion 8 et I'insertion 11 sont validées.
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Figure 19. Activité transpositionnelle de Tos17 et Houba dans I'albumen de riz. (a) Tableau des
résultats pour le séquengage profond (100X) de l'albumen de riz. (b) Validations par dotplot des néo-
insertions détectées par le re-séquencage de I'albumen de riz.
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Figure 20. Détection des néo-insertions de PopRice par analyse des lectures coupées. Abondance des
lectures coupées au locus de PopRice sur le chromosome 4 (a), de Tos17 sur le chromosome 7 (b), de Houba sur
le chromosome 1 (c). La couverture maximale est indiquée sur la droite. Image obtenue a partir du logiciel IGV.
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enticres dans le génome de Nipponbare contre environ 145 copies entieres pour Houba. Une
nouvelle insertion de Tos/7 a été identifiée et validée par dot-plot (Figure 19b). Pour Houba,
504 insertions sont a valider par dotplot. Pour une famille de I’ampleur d’Houba, la procédure
de validation manuelle est conséquente. Dans un premier temps, il faudra tester un échantillon
de ces 504 insertions afin d’évaluer s’il est intéressant d’étendre la validation ou non. Au vu de
son grand nombre de copies dans le génome, nous pouvons supposer que le nombre d’artefacts

dus au pipeline sera conséquent.

En parallele du pipeline pour détecter les néo-insertions, nous avons développé une autre
analyse basée sur la détection de lectures dites coupées. Comme mentionné dans le chapitre 1
de I’Introduction (Figure 9, voir Introduction page 26), les lectures coupées sont des lectures
qui alignent a deux endroits différents du génome. En effet, une lecture coupée représente
I’extrémité (5 ou 3”) de I’ET et la région flanquante de la néo-insertion. La détection de ce type
de lectures permet d’obtenir avec plus de précision, a la base pres, la localisation de la néo-
insertion. L analyse a été effectuée avec le programme segemehl (Coil et al. 2015, voir Matériel
& Méthodes page 75) et les résultats ont été visualisés a I’aide du logiciel IGV. Comme indiqué
sur la Figure 20, des lectures coupées sont détectées spécifiquement aux extrémités 5’ et 3’ de
PopRice contrairement aux extrémités 5’ et 3’ de Houba et de Tosl7. Cette analyse suggere
une fois de plus la présence de lectures qui couvrent des néo-insertions de PopRice. De plus, le
fait que les lectures coupées soient détectées uniquement aux extrémités de I’ET, indique que
ce ne sont pas des artefacts. Néanmoins, le nombre de lectures coupées est faible (8 lectures au
locus de PopRice contre 0 au locus de Tos!7 et 3 lectures au locus d’ Houba). Une analyse plus
approfondie devra étre réalisée pour identifier les régions flanquantes couvertes par ces lectures

et pour pouvoir conclure sur le taux de transposition de ces ET dans 1’albumen.

2.3 Analyse comparative de PopRice au sein des céréales

2.3.1 Histoire évolutive de PopRice au sein des céréales

Le genre Oryza possede 24 especes dont 2 especes cultivées et 22 especes sauvages. Il
représente environ 15 millions d’années d’évolution (Figure 21a) et constitue un vaste réservoir
de diversité génétique. Les deux especes cultivées ont été domestiquées de maniere
indépendante une premiere fois, il y a environ 10000 ans en Asie (O. sativa var. japonica et

indica dit « riz asiatique »), et une deuxieme fois, il y a environ 3000 ans en Afrique (O.
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Figure 21. Analyse évolutive des éléments de PopRice au sein du genre Oryza. (a) Arbre phylogénétique

des especes du genre Oryza (adapté de D. Zwickl, Sanderson lab). Ma

millions d’années. (b) Arbre

phylogénétique des éléments appartenant a la famille de Osr4 présents dans les 10 génomes du genre Oryza
et Leersia perrieri. L'arbre a été réalisé a partir des séquences des LTR de chaque élément et le clade surligné

en orange correspond aux éléments PopRice et PopRice-like.
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glaberrima dit « riz africain ») (Vaughan et al. 2008). Les relations phylogénétiques entre les
especes d’Oryza sont finement étudiées et I’histoire évolutive du riz est trés bien caractérisée.
Un nombre important de ressources génétiques et génomiques sont aujourd’hui disponibles
notamment pour Oryza sativa (Ohyanagi et al. 2016), ce qui en fait un intéressant modele pour
étudier les processus d’évolution a court et long terme. Les especes d’Oryza sont divisées en
différents types de génomes dont les génomes diploides de type AA, BB et FF (Figure 21a). Au
sein de I’équipe d’Olivier Panaud, nous disposons de 11 génomes séquencés et assemblés (dont
10 especes d’Oryza et une espece outgroup Leersia perrieri de la tribu des Oryzeae) qui couvre

I’histoire des Oryza (The International Oryza Map Alignment Consortium, en révision).

Afin de retracer I’histoire évolutive de PopRice, une analyse par BLAST sur ces 11 génomes a
permis de montrer que la famille Osr4 était présente dans toutes les especes Oryza étudiées.
Afin de distinguer les ¢léments PopRice de la famille Osr4, des analyses phylogénétiques ont
¢été réalisées a partir des séquences des LTR (partie la plus divergente entre PopRice et les autres
membres d’Osr4 chez la référence O. sativa japonica Nipponbare) de chaque élément détecté
chez les 11 génomes (Figure 21b). Différents groupes se distinguent suggérant une grande
diversité au niveau des LTR au sein de la famille Osr4 chez les espéces d’Oryza. Par ailleurs,
le clade qui regroupe les éléments de PopRice regroupe également des éléments provenant
d’autres especes ou sous-especes que O. sativa ssp. japonica indiquant ainsi la présence
d’¢éléments proches de PopRice chez la sous-espece indica et chez le riz africain O. glaberrima
et O. barthii. De plus, en collaboration avec Eric Lasserre (Université de Perpignan) nous avons
montré que 12 des 17 loci de PopRice étaient polymorphes entre les deux sous-especes japonica
et indica ce qui témoigne d’une activité récente de PopRice au sein des variétés asiatiques

(Figure 22).

De par son importance économique et culturelle, les ressources génétiques chez le riz ne cessent
de se multiplier et le consortium 7he 3,000 rice genomes project a sélectionné et séquencé 3000
accessions de riz d’O.sativa provenant de 89 pays différents (2014). Cette ressource est
disponible, a I’état cependant de séquences brutes (lectures non assemblées). Les accessions
sont classées en 5 groupes variétaux (Figure 23a) regroupant 1067 variétés traditionnelles et
1933 variétés issues de 1’amélioration variétale. Au sein de mon équipe d’accueil, un projet a
été développé sur I’activité transpositionnelle des ET d’une part au sein des 1067 variétés
traditionnelles puis au sein des 3000 génomes (travaux de these de M-C Carpentier). Le pipeline

d’analyse utilisé pour cette analyse est celui utilisé pour la détection des néo-insertions de
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PopRice dans les données de reséquencage (Figure 17) Dans le cadre de cette analyse, pour
chaque insertion détectée, le nombre de lectures qui soutient cette insertion est comptabilisé et
un minimum de 5 lectures est requis pour valider I’insertion. Le nombre d’insertions pour
chaque famille d’ET testée est comptabilisé pour chacune des accessions. Cette étude a
notamment ét¢ réalisée sur les insertions de PopRice pour lesquelles 1671 insertions ont été
détectées chez 1067 variétés traditionnelles. Plus précisément, le nombre d’insertions de
PopRice par accession est compris entre 51 et 149 (Figure 23b). Or, environ 700 insertions de
PopRice, soit pres de la moitié de ces insertions, sont uniques et donc présentes dans une seule

accession (Figure 23c) indiquant que 1’activité de PopRice dans ces génomes est trés récente.

Notre analyse s’est ensuite concentrée sur les insertions de PopRice présentes dans le génome
de référence Nipponbare et pour lesquelles la structure de I’insertion est connue (identité des
LTR, domaines codants conservés) et dont 1’activité est caractérisée notamment grace au
séquencage du mobilome (Figure 23d, Tableau 1). Par exemple, PopRice 14 semble étre une
des plus anciennes copies de PopRice, 96% des variétés traditionnelles partageant cette
insertion. Dans le génome de Nipponbare cette copie présente 93% d’identité entre ses LTR et
fait partie des copies les plus divergentes de la sous-famille de PopRice et ne semble donc plus
étre une copie active (Figure 23). En revanche, et de fagcon plus surprenante, PopRice I semble
étre une insertion relativement ancienne (partagée par plus de 700 variétés) or il semble que
cette copie soit active chez Nipponbare car elle présente 100% d’identité entre ses LTR et est
fortement couverte dans le mobilome. Le fait que cette copie soit conservée dans de nombreuses
accessions suggere une pression de sélection qui pourrait étre due a sa localisation dans le

génome (présent dans I’intron du géne LOC_0s01g09384, Tableau 1).
2.3.2 Activité de PopRice chez différentes variétés de riz

Afin de caractériser 1’activité de PopRice dans différentes especes et variétés d’Oryza, nous
avons dans un premier temps développé une collaboration avec le laboratoire LMI-Rice (Hanoi,
Vietnam). Le LMI-Rice est un laboratoire mixte international qui regroupe I’IRD, I’Institut de
Génétique Agronomique du Vietnam, 1’Académie des Sciences Agricoles du Vietnam,
I’Université des Sciences et Techniques d’Hanoi ainsi que I’Université de Montpellier. Le LMI
possede une collection de 188 variétés vietnamiennes de riz issues des deux sous-especes
Jjaponica et indica (Figure 24a) (Phung et al. 2014). Il existe au sein de cette collection une
riche diversité génétique et une large étude de phénotypage a été menée par le LMI sur ces 188

variétés (Phung et al. 2014; 2016) ce qui fait de cette collection un intéressant modele d’étude
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Figure 24. Activité de PopRice dans les grains des variétés de la collection vietnamienne de riz Oryza
sativa. (a) Arbre phylogénétique de 271 accessions de riz dont la collection de I'Université de Hanoi (Phung et
al.,, 2014). En rouge sont représentées les accessions indica, en jaune les accessions aus/boro, en vert les
accessions sedri/basmati, en bleu foncé les accessions japonica tropical, en bleu clair les accessions japonica
tempéré. CG14 (en rose), accession d’O. glaberrima, est utilisé comme outgroup. Chaque point noir
correspond a une accession viethamienne. (b) Analyse de la présence de formes circulaires de PopRice par
PCR inverse (amorces voir Annexes) sur de ’ADN génomique extrait de grains de 34 variétés viethamiennes.
Un couple d’amorces qui amplifie spécifiguement les formes extrachromosomiques des éléments de PopRice
au niveau de la jonction des cercles (représenté par les fleches noires) a été utilisé. Les amplifications PCR
avec des amorces spécifiques des formes linéaires de PopRice et du géne actine sont montrées comme
contréles. Les variétés en rouge correspondent a des accessions indica et les variétés en bleu a des
accessions japonica. Les variétés en noir ne sont pas encore définies de fagon certaine.



de l’activité de PopRice.

Dans une premiere expérience pilote, une quarantaine de variétés a été sélectionnée afin de
d’analyser I’activité de PopRice dans cet échantillon de la collection (Figure 24b). Pour ce faire
nous avons extrait I’ADN de grains puis réalisé¢ des PCR inverses avec |’utilisation d’un couple
d’amorces qui amplifie spécifiquement les ADNecc de PopRice au niveau de la jonction des
cercles. Notre étude montre que les ADNecc de PopRice sont abondants dans certaines variétés
telles que G61, G128, G216 alors qu’ils semblent totalement absents chez des variétés telles
que G12, G65 et G160 par exemple (Figure 24b). Il est également intéressant de noter que
I’activité de PopRice ne semble pas dépendre de la sous-espece de la variété, I’ADNecc de
PopRice étant détecté dans les deux variétés japonica et indica. Dans le but de valider ces
premiers résultats, quatre variétés (2 variétés indica et 2 variétés japonica) ont été s¢lectionnées
pour I’analyse par mobilome-seq, deux variétés dites « positives » G61 et G161 (présence
d'ADNecc de PopRice) et deux variétés négatives G64 et G65 (absence d’ADNecc par PCR)
(Figure 25). La présence d’ADNecc de PopRice est confirmée par mobilome-seq dans les deux
variétés G61 et G161 alors que les cercles de PopRice sont absents chez les deux autres variétés
G64 et G65. Ces résultats indiquent que I’activité de PopRice n’est pas conservée chez toutes

les variétés de riz.
2.3.3 Activité de PopRice chez différentes especes de riz

Dans un deuxieéme temps, pour aller plus loin dans la caractérisation de I’activité de PopRice,
une analyse mobilomique comparative de grains chez les deux especes de riz africains, I’espece
sauvage Oryza barthii et ’espece cultivée Oryza glaberrima, a été réalisée. Les banques de
mobilome ont été réalisées a partir d’ADN de grains issus de ces deux espéces et ont été
séquencées. L’analyse de la couverture de séquencgage au locus de PopRice dans les banques
de mobilome de O. glaberrima et de O. barthii montre que ce locus est enrichi dans les deux
banques, suggérant que PopRice est présent sous forme d’ADNecc dans les trois espéces du
genre Oryza (Figure 26). Un nombre important de SNP est observé et s’explique par le fait que
les lectures de séquencage ont été alignées contre le génome de référence de Nipponbare.
Néanmoins, étant donné que la couverture de séquencage est relativement faible comparée a la
banque de mobilome de Nipponbare (couverture d’environ 70X pour O. glaberrima et O.
barthii contre 130X pour Nipponbare), ce résultat est préliminaire et devra étre confirmé par

Southern blot.
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Ces résultats remettent néanmoins en question notre hypothése de départ qui suggérait un role
de PopRice dans le développement du grain dans le genre Oryza. L’absence d’ADNecc de
PopRice dans certaines variétés vietnamiennes suggere que PopRice ne semble pas nécessaire
au bon développement du grain. Cependant, I’activité conservée de PopRice dans des espéces
trés éloignées comme O. glaberrima ou O. barthii suscite toutefois des interrogations. Tres
récemment, nous avons développé une analyse de type genome-wide association study
(GWAS) (analyse effectuée en collaboration avec Ernandes Manfroi, Universit¢ UFRGS,
Brésil, en accueil au laboratoire) sur toute la collection variétale vietnamienne en utilisant la
présence ou I’absence d’ADNecc de PopRice comme trait phénotypique (Figure 27). L analyse
est actuellement en cours et je présente ci-dessous uniquement les résultats préliminaires que

nous avons obtenus.

Une analyse GWAS permet de rechercher des associations entre des marqueurs génétiques, ici
des SNP, et un ou plusieurs phénotypes étudiés, ici la présence ou 1’absence d’ADNecc de
PopRice. Pour notre analyse nous avons utilis¢ la matrice de 25971 SNP obtenue par
séquencage GBS (Genotyping By Sequencing) de 185 lignées de la collection (Phung et al.
2014). Pour le phénotypage 182 variétés ont été analysées par PCR inverse : 73 variétés avec
le phénotype « 1 » (présence d’ADNecc de PopRice), 65 variétés avec le phénotype « 0 »
(absence d’ADNecc de PopRice) et 44 variétés avec un phénotype non déterminé. Différents
tests statistiques ont été effectués afin de s’assurer de la robustesse des résultats d’association.
Par exemple, un des parametres importants a vérifier lors d’une analyse GWAS est la structure
de la population étudiée et ses liens de parenté. En effet, si les fréquences alléliques et les taux
de déséquilibre de liaison sont tres variables au sein de la population étudiée, ils peuvent induire
de nombreux faux positifs. Les diagrammes quantile-quantile (Q-Q plot) sont un moyen
efficace pour étudier ce parametre (Figure 27a). Les Q-Q plots représentent la distribution des
valeurs-p ou p-values observées contre la distribution des p-values attendues (représentée par
une diagonale rouge) et permet de visualiser des déviations de la distribution observée par
rapport a la distribution attendue. Sur ce type de graphique, pour qu’une association soit
significative la déviation par rapport a la courbe rouge doit étre uniquement a I’extrémité de la
distribution, ¢’est-a-dire pour les p-values les plus significatives. Autrement dit, la structure de
notre population semble correcte pour espérer obtenir des résultats d’association significatifs.
Les résultats de 1’analyse d’association des SNP et du phénotype sont représentés dans un
Manhattan plot (Figure 27b). Le Manhattan plot représente les p-values d’association de chaque

SNP avec le phénotype, en fonction de leur position sur le génome. Deux régions du génome
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Figure 27. Analyse par GWAS des variétés viethamiennes de Oryza sativa. (a) Quantile-Quantile plot
(QQ-plot) qui représente la distribution des p-values observées (ici représentées par des points noirs) contre
la distribution des p-values attendues (ici représentées par une diagonale rouge). La déviation des p-values
observées par rapport aux p-values attendues indique la significativité des résultats de [l'analyse
d’association. (b) Manhattan plot qui représente les résultats d’association entre la matrice de SNP et un
phénotype (ici présence ou absence d’ADNecc de PopRice). Chaque point représente un SNP avec sa p-
value associée au phénotype. La ligne rouge délimite le seuil de significativité. Tous les points qui se situent
au dessus sont des SNP qui sont statistiquement associés au phénotype. Deux régions (chromosomes 4 et
10) semblent statistiquement associées a la présence (ou I'absence) d’ADNecc de PopRice. Les analyses et
les figures ont été réalisées par E. Manfroi. (¢) Localisation des 151 génes spécifiques de I'albumen chez
Oryza sativa (Nie et al. 2013). Les deux genes encadrés en rouge, OsENS-67 et OsENS-68, sont localisées
dans la région du chromosome 4 identifiée par I'analyse GWAS.



sur le chromosome 4 et 10 semblent étre statistiquement associées au phénotype (Figure 27b).
Les SNP qui présentent une p-value significative sur le chromosome 4 entourent une région
d’environ 250 kb qui regroupe 29 génes et notamment deux genes « spécifiques de 1’albumen »
LOC Os04g43160 et LOC Os04g43170 (Figure 27c). Ces deux génes semblent étre deux
candidats intéressants pour expliquer la présence des ADNecc de PopRice dans 1’albumen. En
revanche, les geénes présents dans la région du chromosome 10, environ 100 kb, ne semblent
pas avoir de lien établi avec un role dans I’albumen ou la graine et demandent une analyse plus

approfondie.

2.3.4 Etude comparative de I’activité de PopRice chez les céréales

Afin de déterminer si la famille PopRice est spécifique au genre Oryza ou si PopRice est présent
et actif dans d’autres céréales une analyse in silico a été réalisée a partir des génomes séquencés
de céréales. Par recherche BLAST, des ¢léments similaires a PopRice (PopRice like elements
PLE) chez différentes céréales ont été identifiés. L analyse par dot-plot révele que les PLE
identifiés chez le sorgho ou le mais présentent la méme structure que PopRice au niveau des
LTR. Autrement dit, les PLE ont des boites répétées dans leur LTR (Figure 28a). Il est
¢galement intéressant de noter que le nombre de répétitions semble varier en fonction de
I’espece et que leur séquence dépend de I’espece. Par exemple, les éléments détectés chez le
mais semblent avoir acquis un nombre trés important de répétions en comparaison avec les
¢léments du riz ou du sorgho. Effectivement, les séquences des LTR des PLE des 3 especes
(riz, sorgho, mais) sont plus divergentes (55% d’identité moyenne) que leur région interne (75%
d’identité moyenne) (Figure 28b). Les motifs répétés dans le LTR semblent différer entre les
especes. Néanmoins, si les taux moyens de similarité sont comparés a la conservation génique
observée entre céréales (El Baidouri et al. 2014), les résultats révelent que les taux de similarité
des PLE inter-espéces sont plus élevés que les taux de similarité entre génes (Figure 28b). Par
exemple, entre le riz et le sorgho, la conservation génique représente 37% alors que le taux de
similarité entre PopRice et SDPLE de sorgho (Sorghum bicolor PLE) représente 76%. Ces
observations suggerent que 1’insertion de la famille de PopRice est plus récente que 1’ancétre
commun et que la prolifération de PopRice dans ces génomes pourrait étre due a un transfert
horizontal. Afin d’évaluer ’activité de PopRice chez d’autres céréales que le riz, une analyse
mobilomique a été effectuée chez 3 espéces : mais (Zea mays), blé (Triticum aestivum) et sorgho
(Sorghum tricolor). Les banques de mobilome ont été réalisées a partir d’ADN de grains issus

de ces 3 especes et ont été séquencées. L’analyse de ces données a montré que les ADNecc de
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Figure 28. Analyse d’éléments PopRice-like chez trois céréales. (a) Analyse par dot-plot des éléments
« cousins » de la famille de PopRice chez le mais (Zea mays ssp. mays var. B73) et le sorgho (Sorghum bicolor).
Ces dot-plots montrent que la famille PopRice est présente chez plusieurs espéces de céréales. Les éléments
chez le mais (Zea mays PopRice-like element ZmPLE) (Chr4:219291566-219291218) et le sorgho (Sorghum
bicolor PopRice-like element SbPLE) (clone SB_BBc0109L12) ont conservé des motifs répétés dans leurs LTR.
(b) Les PLE présentent une forte similarité de séquences (en moyenne 75%). Le taux moyen de conservation au
niveau des séquences codantes des génes (CDS) entre les espéces (El Baidouri et al., 2014) est donné a titre de
comparaison. (¢) Analyse par Southern blot en utilisant de ’ADN génomique (ADNg) non digéré extrait a partir de
grains matures de riz (O. sativa ssp japonica) et de grains de mais (Zea mays ssp. mays var. B73) hybridés avec
une sonde spécifique de la famille PopRice, PopRice _sonde2 (voir Annexes). Cette analyse montre que les
formes extrachromosomiques (ADNec) de PopRice sont spécifiquement détectées chez le riz. Le marquage du gel
au GelRed est montré comme contrdle de chargement.




PopRice n’étaient pas détectés dans ces tissus (non montré). Ces résultats ont ensuite été
confirmés par Southern blot chez le mais (Figure 28c) a 1’aide d’une sonde qui hybride au
niveau de la région interne de PopRice et montre que les formes extrachromosomiques ne sont
pas détectées dans les grains de mais. En définitive, la famille de PopRice a proliféré dans les
génomes des céréales mais néanmoins, 1’activité de PopRice dans les grains semble spécifique

au genre Oryza.

2.4 Activité de PopRice en condition de stress chez Nipponbare

Des ¢léments de réponse aux hormones ont été détectés dans les promoteurs des génes
fortement transcrits dans le grain (Xue et al. 2012) indiquant un lien étroit entre la signalisation
hormonale et le développement des grains. Dans le but de comprendre si les hormones
pouvaient jouer un role sur I’activité de PopRice nous avons testé 1’effet de ’ABA sur la
présence d’ADNecc de PopRice en condition de culture in vitro. Comme précédemment
mentionné, I’ABA joue un role important dans le développement du grain. De plus, la culture
de cals chez le riz induit des changements au niveau de la méthylation de I’ADN (Stroud et al.
2013) qui conduit a la réactivation d’ET tel que Tos!7 (Hirochika et al. 1996) et qui en fait un
tissu intéressant pour regarder ’activité de PopRice. D’aprés nos données de mobilome,
PopRice n’est pas actif dans les cals. Dans le but de faire une expérience pilote, SuM d’ABA
ont été appliqués directement sur des cals de 10 semaines et I’ADN a été extrait a partir des cals
traités et non traités a I’ABA. Par PCR inverse nous avons testé la présence d’ADNecc de
PopRice (Figure 29a). Les résultats montrent de multiples amplifications pour les cals traités a
I’ABA pouvant indiquer une activité de PopRice et des recombinaisons éventuelles entre les
ADNecc. Afin de tester cette hypothése, nous avons effectué¢ une analyse par Southern blot en
utilisant de I’ADN génomique non digéré et une sonde spécifique a PopRice (Figure 29b). La

présence d’ADNec de PopRice n’a pas été détectée, remettant en cause notre hypothése.

Discussion

Selon le modele proposé pour expliquer le maintien du silencing des ET au cours des
générations, une réactivation transitoire des ET s’observe dans les tissus accompagnant les

gametes (cellule centrale et cellule végétative) ainsi que dans 1’albumen de la graine (Fultz et
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Figure 29. Activité de PopRice en condition de stress. (a) PCR inverse (amorces PRecc_F/R, voir
Annexes) pour la détection des formes d’ADNecc de PopRice avec de 'ADN extrait a partir de cals de riz
exposés ou non a un traitement a 'ABA (5uM) durant 7 jours. Les résultats montrent que le traitement a
'’ABA semblent induire des formes d’ADNecc. (b) Analyse par Southern blot en utilisant de I'’ADN
génomique (ADNg) non digéré extrait a partir de cals de riz exposés ou non a un traitement a 'ABA,
hybridés avec une sonde spécifique de la famille PopRice, PopRice_sondel (voir Annexes). Cette analyse
montre que seules les copies intégrées de PopRice sont détectées. Le marquage du gel au GelRed est
montré comme contrOle de chargement.



al. 2015). Or, nos données ont révélé que seul le rétrotransposon PopRice semblait actif dans
I’albumen de riz. L’activité prédominante de PopRice comparé aux autres RT a suscité des

interrogations sur les mécanismes génétiques et €pigénétiques qui s’exercaient sur 1’élément.

L’analyse des LTR de PopRice a révélé la présence de motifs de type g-box présents également
dans les genes glutélines (Yoshihara et al. 1996) spécifiquement exprimés dans 1’albumen (Qu
et al. 2008). Il apparait que ’activation de certains rétrotransposons a LTR résulte de la
combinaison entre un relaichement du contrdle épigénétique et le recrutement au niveau des
LTR de facteurs de régulation spécifiques (Grandbastien 2015). Aujourd’hui, nos résultats sur
la méthylation et I’expression de PopRice confirment [’hypométhylation et [’activité
transcriptionnelle de PopRice dans 1’albumen mais en revanche, aucune corrélation n’a été
¢tablie entre la présence de séquences cis régulatrices dans la séquence promotrice de PopRice
et une augmentation de la transcription de PopRice dans I’albumen. Or, la présence de ces boites
est la principale différence nucléotidique qui permet de dissocier les éléments de PopRice avec
les autres ¢éléments de la famille Osr4. De plus, nous n’avons jusqu’a présent étudié¢ la
transcription de PopRice et de Osr4 qu’au début de la maturation du grain (14 jours apres la
pollinisation) et nous n’avons pas déterminé si les éléments Osr4 et PopRice avait le méme
profil de transcription au cours du développement ou si le profil était différent entre les
¢léments. Une analyse transcriptomique a différents stades de développement du grain pourrait
étre envisagée afin de répondre a la question. L’analyse in sillico des données de méthylome
(Zemach et al. 2010) n’a pas été concluante et la caractérisation du niveau de méthylation pour
chacun des ¢léments de la famille pourrait apporter des réponses sur la distinction entre les
¢léments. Le reséquencage des copies de PopRice et Osr4 apres traitement au bisulfite pourrait

donc étre envisagé.

Par ailleurs, les analyses par RT-qPCR et par PCR inverse ont révélé, respectivement, une faible
activité transcriptionnelle et une absence d’ADNecc de PopRice dans les fleurs (avant
pollinisation) suggérant que PopRice est activé apres la pollinisation dans le tissu de I’albumen.
Or, une étude récente a montré que chez Arabidopsis et chez le riz, ’hypométhylation observée
dans I’albumen est initiée dans la cellule centrale du gamétophyte femelle (Park et al. 2016). Il
est donc possible que le niveau de transcrits de PopRice soit trop faible pour étre détecté a
I’échelle de la fleur entiére. Des futures analyses sur les différents tissus du gamétophyte
femelle pourraient nous éclairer sur les facteurs génétiques et épigénétiques qui initient

I’activité de PopRice.
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Le nombre considérable de ressources phylogénétiques, génétiques et génomiques disponibles
chez le riz nous a permis de caractériser 1’histoire évolutive de PopRice au sein du genre Oryza
d’une part et au sein des céréales d’autre part. En effet, I’analyse des insertions de PopRice dans
3000 accessions de riz asiatiques (travaux de M-C Carpentier) a permis de mettre en évidence
I’activité récente de PopRice dans ces génomes. Nos données préliminaires ont également
montré que de ’ADNecc de PopRice semblait étre présent dans les grains de riz africains O.
glaberrima et O. barthii. En revanche, si la famille de PopRice a largement proliféré dans les
génomes des Poaceae, les PLE ne semblent pas actifs dans les grains provenant d’espéces telles
que le mais ou le sorgho. Il est toutefois intéressant de noter que les PLE présentent de forts
pourcentages d’identité entre les especes (>70%) ce qui suggere que leur prolifération pourrait
étre due a des transferts horizontaux (El Baidouri et a/. 2014). Les transferts horizontaux d’ET
via différents types de vecteurs paraissent étre un moyen efficace pour ’ET de coloniser les
génomes et ainsi assurer sa survie (Panaud 2016). En ce qui concerne les LTR, le nombre de
motifs répétés accumulés chez les PLE semble varier entre especes et les séquences de LTR
divergent (environ 55% d’identité entre deux LTR de deux espéces différentes). Néanmoins,
pour une méme espece, les éléments identifiés présentent 100% d’identité entre leurs deux LTR,
indiquant une activité récente. Finalement, selon les espéces, la famille de PopRice pourrait
avoir acquis différentes spécificités et un large spectre d’activité. L’étude du mobilome de ces

especes dans différentes conditions et tissus pourrait nous permettre de tester cette hypothése.

A I’instar de HERV dans le développement du placenta chez les mammiféres (voir Introduction
page 21), I’activité conservée de PopRice dans des grains provenant d’especes lointaines de riz
sauvages et domestiquées nous a conduit a envisager I’hypothése que PopRice puisse jouer un
role dans le développement du grain ou dans le processus de germination. Toutefois, nos
analyses mobilomiques sur une collection de variétés de riz vietnamiens (Phung et al. 2014)
ont montré que I’ADNecc de PopRice n’était pas présent dans toutes les variétés. L’absence
d’ADNecc de PopRice dans certaines variétés présentant un développement normal, suggere
que PopRice n’est pas nécessaire au bon développement du grain. En revanche, 1’utilisation de
la présence ou de I’absence d’ADNecc de PopRice comme trait phénotypique a permis par une
analyse GWAS de mettre en évidence chez ces variétés deux genes candidats qui semblent liés
a lactivité de PopRice. Ces deux genes « spécifiques de I’albumen » sont impliqués
respectivement, dans le métabolisme des lipides et dans la signalisation hormonale (Nie et al.
2013). Leur localisation dans le génome ne correle pas avec la présence proche d’une copie de

PopRice dans le génome de Nipponbare. Nous ne pouvons néanmoins pas exclure que dans les
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génomes de la collection vietnamienne, il y ait une insertion de PopRice dans cette région. Pour
ce faire le pipeline des néo-insertions devra étre testé sur les données de re-séquengage des
lignées de la collection quand celles-ci seront disponibles. Les données transcriptomiques chez
la variété Zhenshan 97 (O. sativa ssp japonica) montrent que les deux geénes candidats sont tous
deux exprimés dans I’albumen et présentent dans leur promoteur des éléments cis régulateurs
de type g-box ou CAAT box (Nie et al. 2013). Toutefois, ces résultats sont préliminaires et
devront étre affinés. Afin qu’une analyse GWAS ait une puissance statistique suffisante, nous
devons améliorer notre phénotypage, notamment pour les 44 variétés non déterminées. De
méme, il est évident que plus le phénotypage sera précis, meilleurs seront les résultats
d’association. Nous envisageons d’évaluer par q-PCR 1’abondance des ADNecc de PopRice au
sein des variétés vietnamiennes afin d’établir différentes catégories d’intensité de 1’activité de
PopRice et ainsi affiner notre phénotypage. De plus, pour valider I’association entre ces deux
geénes et I’ADNecc de PopRice, une étude de mutant est nécessaire, soit en analysant des
mutants déja existant pour ces deux genes, soit en générant les mutants a 1’aide de la technologie

CRISPR (Shan et al. 2013).

Finalement, si PopRice ne joue pas de role biologique dans le tissu de la graine et qu’aucune
pression de sélection ne s’exerce sur cette famille, son activité conservée au cours de I’évolution
pourrait s’expliquer par une réplication égoiste de 1’élément permise par 1’accumulation de
boites a glutélines lui permettant d’étre actif dans les albumens de riz. Toutefois, la relation
entre 1’activité de genes « spécifiques de I’albumen » et I’activité de PopRice dans 1’albumen
suscite des interrogations sur les mécanismes impliqués dans sa réactivation. De méme, la
présence d’insertions récentes de PopRice dans les génomes de riz alors que cette famille ne
semble active que dans un tissu non transmis a la génération suivante parait contradictoire. Ces
résultats suggerent que PopRice pourrait étre actif dans d’autres conditions que celles que nous
avons testées jusqu’a présent. L’albumen est un tissu complexe qui subit des changements
physiologiques importants au cours de son développement (Zhou et al. 2013) et activité de
PopRice pourrait étre le reflet d’une réponse a un stress ou a une hormone. L’hormone ABA
joue un role crucial dans le développement du grain chez le riz (Liu et al. 2015) et nous avons
supposé que I’ABA pourrait donc influencer 1’activité de PopRice. Notre expérience pilote a
montré que ’application d’ABA sur des cals de riz semblait induire une certaine perturbation
au niveau de la détection d’ADNecc de PopRice par PCR inverse. Cependant aucune forme
extrachromosomique de PopRice n’a été détectée par Southern blot. Par ailleurs, nous n’avons

pas évalué I’état de méthylation de PopRice en conditions in vitro. Or, Cheng et al. (2015) ont
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Figure 30. Modéle pour le cycle de vie de PopRice dans le grain Oryza sativa ssp. japonica var.
Nipponbare (a) Dans le tissu embryonnaire, les génes de la famille des glutélines et les éléments de la
famille de PopRice sont méthylés inhibant leur transcription (étoiles: méthylation). (b) Dans 'albumen, la
déméthylation des génes de la famille des glutélines et de la famille PopRice et la présence de motifs
répétés dans leur promoteur induiraient le recrutement de facteurs de transcription permettant l'initiation de
leur transcription (A). Les transcrits migreraient dans le cytoplasme pour étre traduits en protéines.
PopRice sous forme d’ADNec double brin rejoindrait ensuite le noyau ou nous avons détecté de nouvelles

insertions somatiques (B) et des formes circulaires extrachromosomiques (C). Les étapes A, B et C
schématisent les résultats que nous avons obtenus.



récemment montré que PopRice était sous controle épigénétique et que la simple application
d’une hormone ou une condition de stress pourrait ne pas suffire a activer PopRice. Nos
résultats préliminaires actuels ne nous permettent donc pas de conclure sur I’effet de I’ABA sur
I’activité de PopRice. Toutefois, il serait intéressant de continuer dans cette voie et de tester
différentes applications d’hormones et différentes conditions de stress dans des plantes ou

I’épigénome est perturbé.

Pour finir, le reséquengage du génome de 1’albumen a mis en évidence la présence de néo-
insertions de PopRice dans 1’albumen. C’est la premiére fois que la présence d’insertions
somatiques de rétrotransposon est détectée par ce biais chez les plantes, a notre connaissance.
11 est toutefois difficile de différencier les faux positifs et les insertions réelles montrant que le
reséquencage de génomes ne semble pas étre un moyen suffisant a ce jour pour étudier I’activité
somatique des ET contrairement au séquencage du mobilome qui est un puissant outil de
détection en somatique. Par ailleurs, les insertions de PopRice semblent fréquentes dans le
génome de I’albumen et, de facon surprenante, PopRice ne semble donc pas sujet a des
mécanismes de répression. L’acquisition d’éléments cis régulateurs pourrait lui avoir donné
I’avantage de transposer avec une forte intensité sans qu’aucun mécanisme de silencing
n’intervienne. Si toutefois, par PCR inverse, aucun cercle d’ADNecc de PopRice n’est détecté
dans ’embryon, de nombreux échanges se font entre 1’albumen et I’embryon (Lopato et al.
2014) et il serait donc intéressant d’étudier plus en détail le mobilome de ce tissu pour regarder
si quelques ADNecc de PopRice auraient la possibilité de contourner les barrieres cellulaires

afin de circuler d’un tissu a un autre.

Nos différents résultats obtenus jusqu’ici nous ont permis d’établir un modéle sur le cycle de
vie de PopRice dans le grain de riz (Figure 30). Dans le tissu embryonnaire, les génes «
spécifiques de I’albumen » et les éléments de la famille de PopRice seraient méthylés et non
transcrits. En revanche, dans 1’albumen, la déméthylation de ces mémes geénes et des ¢léments
de la famille de PopRice et la présence de motifs répétés dans leur promoteur induiraient le
recrutement de facteurs de transcription permettant I’initiation de leur transcription. Les
transcrits migreraient dans le cytoplasme ou ils seraient traduits en protéines. PopRice sous
forme d’ADNec rejoindrait ensuite le noyau ou il pourrait d’une part se réinsérer dans le
génome et créer une néo-insertion ou d’autre part étre circularisé par le mécanisme de NHEJ.

La localisation précise de ces ADNecc n’est pas connue.

Aujourd’hui il est clairement établi que les ET jouent un role central dans I’évolution des
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génomes (Lisch 2013; Chuong et al. 2016a). La présence d’¢léments cis régulateurs, la
transposition dans un fond sauvage en condition normale et la conservation de ’activité dans
des espéces lointaines font de PopRice un ET singulier. A vrai dire, 1’activité de PopRice
ressemble a peu d’autre ET aujourd’hui décrits dans la littérature si ce n’est au rétrotransposon
ONSEN chez Arabidopsis (Ito et al. 2011; Cavrak et al. 2014). Comme mentionné
précédemment, ONSEN possede des éléments cis régulateurs dans son promoteur, il est actif en
réponse a un stress thermique et en transposant affecte la transcription des geénes voisins. Trés
récemment, Nozawa et al. (2017) ont réalis¢ une analyse phylogénétique chez les plantes
crucifeéres (telles que le chou, le brocoli, etc...) sur ’histoire évolutive des ONSEN-like
elements (OLE). De facon intéressante, les OLE ont été détectés dans toutes les espéces testées
dans D’étude et I’activité transpositionnelle semble conservée chez certaines especes.
Finalement, I’étude d’ET tels qu’ONSEN ou PopRice ouvre de nouvelles possibilités pour
étendre nos connaissances sur la biologie des ET et sur les stratégies mises en place par les ET

pour échapper aux controles épigénétiques et maintenir leur activité dans les génomes hotes.
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Tableau 2. Schématisation des résultats obtenus par nos travaux en collaborations.
Les cases coloriées en bleu symbolisent les caractéristiques pour chacun des échantillons étudiés.
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Partie 3. Caractérisation du mobilome chez différents organismes eucaryotes.

La méthode du séquengage du mobilome que nous avons développée est un outil dédi¢ a
I’identification des ET actifs et applicable a un grand nombre d’organismes. Si mes premiers
travaux ont principalement ciblé ’activité des ET au cours du développement du riz, au fil de
nos collaborations, nous avons étendu notre étude du mobilome a d’autres modéles et nous
disposons aujourd’hui d’un nombre important de données de mobilome sur une dizaine
d’organismes différents dans des fonds mutants ou dans des conditions de stress (Tableau 2 et
Tableau S1 — Annexes). Lors du transfert de la technique a d’autres organismes nous avons,
dans certains cas, été confrontés a des difficultés particulieres a chaque génome, ce qui nous a
permis de mettre au point des améliorations (Figure 31). Ces travaux nous ont également
permis d’apporter des réponses ou de proposer des pistes pour répondre a différentes
questions biologiques que nous exposerons dans ce chapitre. Nous détaillerons notamment
deux résultats issus de travaux en collaboration sur le riz et sur la drosophile qui ont fait

I’objet de publications.

3.1 Les cousins de PopRice (PLE) sont-ils actifs chez le mais ?

Précédemment, I’analyse de Southern blot (Figure 28c) a confirmé ’absence d’ADNecc de
ZmPLE dans les grains de mais. Or, I’analyse par BLAST et par dot-plot des séquences des
PLE dans les génomes des céréales a toutefois révélé la répétition de boites dans les LTR des
PLE (Figure 28a). Si ces boites ne semblent pas similaires a des boites a glutélines, la
présence de ces boites suggere néanmoins que les ZmPLE pourraient avoir acquis un profil
d’activité différent de PopRice. Nous avons appliqué la méthode du mobilome-seq chez le

mais pour tester cette hypothese.

Nos premiers séquencages du mobilome de mais ont révélé que 80% des données de
séquencage provenaient de plasmides mitochondriaux (Figure 32a,b). La présence de
plasmides mitochondriaux de 1,9kb dans les cellules de mais a été décrite précédemment par
Ludwig et al. (1985). Afin d’éliminer ces séquences parasites, nous nous sommes inspirés de
la technique CRISPR-DASH (Gu et al. 2016) qui consiste a utiliser I’enzyme Cas9 afin de

digérer des séquences abondantes avant un séquengage (Figure 31).

L’enzyme Cas9 est une endonucléase a ADN, guidée par un ARN guide, et capable de cibler

et couper la séquence complémentaire de cet ARN guide. Cette protéine a été¢ découverte chez
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Streptococcus pyogenes et participe au systeme immunitaire adaptatif de type I de CRISPR
(Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats). Chez les bactéries, le systéme
CRISPR lutte contre les attaques d’ADN étranger (bactériophage, plasmides, virus) en les
¢liminant spécifiquement en fonction de leurs séquences. La découverte de ce systeme a
totalement révolutionné la biologie et la médecine et offre de puissantes perspectives pour
éditer de maniére spécifique le génome. Dans notre cas nous avons développé une expérience
de digestion in vitro des plasmides mitochondriaux a I’aide de I’enzyme CRISPR Cas9. La
digestion par CRISPR Cas9 a été réalisée a partir d’ADNecc extraits de feuilles de mais. Les
différentes étapes de I’expérience sont représentées dans la Figure 32c. Afin de maximiser les
chances d’¢liminer totalement les plasmides mitochondriaux, deux régions du plasmide ont
¢été ciblées par des ARN guides (ARNg). Pour la digestion des plasmides mitochondriaux il
est important d’utiliser un ratio 20/20/20/1 (ARNgl/ARNg2/Cas9/ADN cible) pour obtenir
une efficacité optimale de I’enzyme Cas9. Néanmoins, étant incapable d’estimer la quantité
de plasmides mitochondriaux présents, différents tests de quantit¢ d’ARN guide ont été
réalisés. Une réaction (1) a été effectuée avec 6 pl de chaque ARN guide et 2 pl d’enzyme
Cas9 pour 1,45 ug d’ADN et une réaction (2) avec 9 ul d’ARN guide et 3 ul d’enzyme Cas9
pour 1,45 pg d’ADN. Suite a la digestion une seconde réaction de digestion des ADN
linéaires a été réalisée dans le but d’¢liminer les séquences digérées par Cas9. L’ADN
circulaire a ensuite ét¢ amplifi¢ de la méme facon que pour les autres expériences de

mobilome-seq.

Apres la digestion par CRISPR Cas9 de ’ADN et I’amplification aléatoire des ADNecc, des
PCR inverses ont été réalisées pour déterminer si les plasmides mitochondriaux avaient été
ciblés, digérés et ¢liminés de notre échantillon. Deux couples d’amorces différents ont été
utilisés pour évaluer avec précision la présence d’ADNecc provenant de ces plasmides
mitochondriaux (Figure 32d). Les résultats obtenus montrent que la digestion par CRISPR
Cas9 a fonctionné et que la quantité d’ADNecc a diminué dans les deux échantillons digérés
comparés a I’échantillon non digéré (Figure 32¢). En comparant les deux tests expérimentaux,
nous pouvons remarquer que I’ADNecc provenant des plasmides mitochondriaux n’est pas
détecté par PCR et semble totalement éliminé de 1’échantillon pour lequel une plus grande
quantité¢ d’ARN guide (9 pl) et d’enzyme (3 pl) a été utilisée. Ce résultat suggere une grande
abondance de ces ADNecc dans le mobilome de mais. La digestion in vitro par CRISPR Cas9
nous a permis d’éliminer spécifiquement des ADNecc qui parasitaient notre analyse et ainsi

d’améliorer notre technique du mobilome-seq afin d’étendre 1’analyse a des échantillons de
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mais afin de tester notre hypothése sur le profil d’activité de ZmPLE. Cette étape de digestion
peut également étre appliquée chez d’autres organismes possédant le méme type de plasmides
ou d’autres types d’ADNecc parasites. Les banques de mobilome de mais seront réalisées a
partir des échantillons digérés afin de confirmer 1’élimination de ces plasmides et d’étudier

I’activité des ZmPLE.

3.2 La déstabilisation de 1’épigénome chez les plantes induit-elle une réactivation

massive du mobilome ?

La réponse a cette question avait €té précédemment suggérée avec ’analyse du mobilome de
grains de riz qui montrait que seul PopRice était actif malgré une hypométhylation globale
dans 1’albumen. Au cours de ma thése et a deux reprises nous avons pu a nouveau tester cette
hypothése par 1’analyse des mobilomes de deux mutants ddm ! chez deux especes : le riz et le

peuplier Populus tremula alba (Tableau 2).

Si chez le riz, aucun candidat intéressant n’a été retenu (non montré), chez le peuplier
I’analyse des mobilomes de deux lignées indépendantes de mutants RNAi a permis
I’identification de deux transposons a ADN actif chez le mutant contrairement au sauvage.
L’¢tude a également été effectuée apres I’application d’un stress hydrique et a révélé I’activité
de deux transposons a ADN, différents de la premicre analyse (Figure 33a). Un des deux
transposons a ADN identifiés semble appartenir a la famille ENSPM (Figure 33b). Cet
¢lément présente une structure typique dite « en croix » autrement dit des répétitions inversées
au sein de sa séquence interne (Figure 33b). Ces résultats sont en cours de validation
moléculaire. De plus I’effet de la diminution de 1’expression du géne DDM1 sur le niveau de
méthylation global du génome est également en cours d’analyse (Stéphane Maury, INRA
d’Orléans). Si aujourd’hui ces résultats restent préliminaires, I’application de la technique du
mobilome-seq chez le peuplier nous a permis le développement d’ une expertise en amont de
I’analyse méme des données de mobilome-seq. Effectivement, différentes données
d’annotations étaient disponibles pour I’espece Populus trichocarpa contrairement a 1’espéce
que nous avons étudiée (P. tremula alba). Dans un premier temps, nous avons donc utilisé les
données de cette espece proche pour construire une base de données d’ET pour 1’espéce P.
tremula alba (Figure 31) (voir Matériel et Méthodes page 76). La base de données de 1’espéce

proche est alignée contre le génome de référence de I’espéce étudiée par BLAST et différents
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filtres sont appliqués pour réduire les petits fragments. Dans un second temps, des bases de
données publiques telles que NCBI ou Repeat Masker ont été utilisées pour valider la
présence de signatures caractéristiques d’ET (domaines conservés, séquences répétées de type

LTR ou TIR) dans les régions du génome qui présentent une forte couverture de séquencage.

Cette collaboration nous a notamment permis de montrer que I’identification d’ET actifs par
la technique du mobilome-seq ne nécessitait ni de fichier d’annotation, ni méme de base de
données propre a I’espeéce. De fagcon importante, une dérégulation massive des ET dans le

mobilome n’a pas été observée dans les lignées mutantes DDM 1.

3.3 Les tres gros génomes ont-ils un mobilome plus actif ?

Nous avions illustré dans I’introduction la corrélation entre la taille d’un génome et son
contenu en ET (Figure 1). Finalement, 1’activit¢ du mobilome est-elle elle aussi corrélée a la
proportion en ET dans un génome ? Pour tenter de répondre a cette question nous avons
réalisé une analyse du mobilome de différents tissus extraits a partir de I’épicéa (Picea abies)

(Tableau 2 et Table S1 - Annexes).

L’¢épicéa est le premier Gymnosperme séquencé avec un génome de 20 Gb composé de plus
de 70% d’ET. Aujourd’hui environ 12 Gb ont été séquencées et assemblées en environ 10
millions de scaffolds (Nystedt et al. 2013). Des analyses de méthylome ont montré que le
niveau de méthylation de I’épicéa était treés €élevé en comparaison avec les autres plantes
(Ausin et al. 2016). Nous avons séquencé le mobilome des aiguilles du pin et des bourgeons
floraux pour lesquels le niveau de méthylation est similaire (Ausin et al. 2016). Le logiciel
d’alignement que nous utilisons, Bowtie2 (Langmead et Salzberg 2012), ne permet pas
d’aligner des lectures sur un génome de référence pour lequel il y a un aussi grand nombre de
scaffolds. A partir de nos données de séquengage, nous avons développé une analyse sans
génome de référence (Figure 31). Les lectures ont été assemblées en scaffolds, autrement dit
chacun des scaffolds représente un cercle d’ADN présent dans le mobilome. Pour chaque
scaffold assemblé, la couverture de séquengage est déterminée. Le scaffold 29, le plus
couvert dans la banque du mobilome (7928 lectures par million de lectures) des bourgeons
floraux correspond a un rétrotransposon a LTR (Figure 34a). En effet, I’alignement de la
séquence du scaffold contre elle-méme montre la structure caractéristique d’un

rétrotransposon avec ses deux LTR a chaque extrémité¢ du scaffold (Figure 34b) et par
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recherche des domaines conservées, les domaines de la GAG, de D'intégrase et de la
transcriptase réverse ont €t¢ identifiés (Figure 34c). De plus, par analyse BLAST sur le
génome de Picea abies il apparait que cet élément semble appartenir a une petite famille d’ET
avec peu de copies dans le génome (<10). Afin de confirmer I’activité de cet ¢lément dans les

bourgeons floraux, une validation par Southern blot sera nécessaire.

Aujourd’hui nous nous sommes seulement intéressées aux scaffolds les plus couverts et au
regard des résultats actuels, nous ne pouvons pas confirmer ou infirmer notre hypothése sur la
corrélation entre I’abondance des ADNecc et la taille d’un génome. L’étude approfondie de
ces données pourra apporter des pistes de réponses. Néanmoins, un des résultats majeurs de
ces travaux en collaboration est que nous pouvons détecter 1’activité somatique d’ET sans

génome de référence a I’aide la technique du mobilome.

3.4 L’ ARN polymérase II est-elle impliquée dans le controle des ET ?

Nous avons a plusieurs reprises souligné le role des mécanismes épigénétiques tels que la
méthylation de I’ADN dans le contréle des ET. Les acteurs moléculaires impliqués dans le
maintien de la méthylation de I’ADN et dans la mise en place de la méthylation de novo ont
¢té¢ largement caractérisés chez Arabidopsis. Néanmoins, 1’activité d’un rétrotransposon
dépend également de son activité transcriptionnelle (voir Introduction page 9) et donc par
conséquent de 1’activit¢ de I’ARN polymérase II (Pol II). Or, le role de Pol II dans la

régulation des ET n’est pas clairement défini.

Afin de caractériser le role de Pol II dans le contrdle des ET, I’équipe d’Etienne Bucher
(INRA d’Angers) a développé une stratégie visant a inhiber 1’activité de Pol II a 1’aide d’une
drogue pharmaceutique, I’a-amanitine, dans différents fonds génétiques et dans différentes
conditions, normales ou apres un stress thermique chez Arabidopsis. L’étude montre qu’en
réponse a un stress, la réduction de I’activité de Pol II a un effet drastique d’hypométhylation
en CHH au niveau des ET et augmente la production d’ADNec. De plus, la combinaison entre
I’inhibition de Pol II et I’inhibition de la méthylation de I’ADN (traitement a la zébularine)
provoque un burst d’activité transpositionnelle du rétrotransposon ONSEN aprés un stress

thermique chez Arabidopsis thaliana.

J’ai contribué a cette étude en analysant le mobilome de riz traité par le double traitement a-
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amanitine et zébularine. J’ai montré que ce traitement induisait la production d’ADNecc du
rétrotransposon Houba et j’ai contribué¢ a valider ces données par PCR. En conclusion, la
répression de la Pol II induit des bursts de rétrotransposition et ouvre des perspectives
nouvelles dans le but de créer de la diversité génétique et épigénétique qui peut ensuite étre
utilisée pour l’agriculture. Les résultats obtenus ont fait 1’objet d’une publication dans

Genome Biology.
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Abstract

involved in repressing their activity.

Background: Retrotransposons play a central role in plant evolution and could be a powerful endogenous source
of genetic and epigenetic variability for crop breeding. To ensure genome integrity several silencing mechanisms
have evolved to repress retrotransposon mobility. Even though retrotransposons fully depend on transcriptional
activity of the host RNA polymerase Il (Pol Il) for their mobility, it was so far unclear whether Pol Il is directly

Results: Here we show that plants defective in Pol Il activity lose DNA methylation at repeat sequences and
produce more extrachromosomal retrotransposon DNA upon stress in Arabidopsis and rice. We demonstrate that
combined inhibition of both DNA methylation and Pol Il activity leads to a strong stress-dependent mobilization of
the heat responsive ONSEN retrotransposon in Arabidopsis seedlings. The progenies of these treated plants contain
up to 75 new ONSEN insertions in their genome which are stably inherited over three generations of selfing.
Repeated application of heat stress in progeny plants containing increased numbers of ONSEN copies does not
result in increased activation of this transposon compared to control lines. Progenies with additional ONSEN copies
show a broad panel of environment-dependent phenotypic diversity.

Conclusions: We demonstrate that Pol Il acts at the root of transposon silencing. This is important because it
suggests that Pol Il can regulate the speed of plant evolution by fine-tuning the amplitude of transposon mobility.
Our findings show that it is now possible to study induced transposon bursts in plants and unlock their use to
induce epigenetic and genetic diversity for crop breeding.

Keywords: Epigenetics, DNA methylation, Genome integrity, Evolution, Oryza sativa, Arabidopsis thaliana

Background

Like retroviruses, long terminal repeat (LTR) retrotran-
sposons (class I elements), which represent the most
abundant class of transposable elements (TEs) in eukary-
otes, transpose via a copy and paste mechanism. This
process requires the conversion of a full length RNA
polymerase II (Pol II) transcript into extrachromosomal
complementary DNA (ecDNA) by reverse transcription
[1]. In their life cycle LTR retrotransposons can produce
extrachromosomal circular DNA (eccDNA), which is an
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indicator for their ongoing activity [2]. In plants, TEs are
increasingly seen as a source of genetic and epigenetic
variability and thus important drivers of evolution [3-6].
However, plants have evolved several regulatory pathways
to retain control over the activity of these potentially
harmful mobile genetic elements. Cytosine methylation
(™C) plays a central role in TE silencing in plants [7]. In
addition, plants have evolved two Pol II-related RNA poly-
merases, Pol IV and Pol V, that are essential to provide
specific silencing signals leading to RNA-directed DNA
methylation (RADM) at TEs [8], thereby limiting their
mobility [9-11]. More recently, various additional non-
canonical Pol IV-independent RdADM pathways have
been described [12]. Notably it was found that Pol II
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itself also plays an important role in RdADM [13, 14] by
feeding template RNAs into downstream factors such
as RNA-DEPENDENT RNA POLYMERASE 6 (RDR6),
resulting in dicer-dependent or -independent initiation
and establishment of TE-specific DNA methylation
[15]. Beyond that, recent work suggests a new “non-ca-
nonical” branch of RADM that specializes in targeting
transcriptionally active full-length TEs [16]. This pathway
functions independently of RDRs via Pol II transcripts that
are directly processed by DCL3 into small interfering
RNAs (siRNAs).

Results

Here, we wanted to investigate if Pol II could play a dir-
ect role in repressing TE mobility in plants. For this pur-
pose we chose the well-characterized heat-responsive
copia-like ONSEN retrotransposon [11] of Arabidopsis
and took advantage of the hypomorphic nrpb2-3 mutant
allele that causes reduced NRPB2 (the second-largest
component of Pol II) protein levels [14]. Using quantitative
real-time PCR (qPCR), we determined that challenging
nrpb2-3 seedlings by heat stress (HS) led to a mild increase

Page 2 of 10

in total ONSEN copy number (sum of ecDNA, eccDNA
and new genomic insertions) relative to control stress (CS)
and compared to the wild type (WT) (Fig. 1a). This result is
supported by the observed dose-responsive increase in
ONSEN copy number after HS and pharmacological in-
activation of Pol II with a-amanitin (A), a potent Pol II
inhibitor [17] that does not affect Pol IV or Pol V [18]
(Fig. 1b). In order to test the interaction between Pol
II-mediated repression of TE activation and DNA
methylation, we grew WT and nrpb2-3 plants on media
supplemented with zebularine (Z), an inhibitor of DNA
methyltransferases active in plants [19], and subjected
them to HS. To ensure the viability of the nrpb2-3
seedlings we choose a moderate amount of Z (10 uM).
The presence of Z in the medium during HS generally
enhanced the production of ONSEN copies. Importantly,
this induced increase in ONSEN copy number was more
distinct in the mrpb2-3 background (Fig. 1a). This indi-
cated that both DNA methylation and Pol II transcrip-
tional activity contribute to the repression of ONSEN
ecDNA production. To complete their lifecycle, the re-
verse transcribed ecDNA of activated retrotransposons
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Fig. 1 Pol Il represses the HS-dependent mobility of the ONSEN retrotransposon in Arabidopsis. ONSEN copy number in Arabidopsis seedlings
measured by gqPCR directly after CS and HS treatments. a In the WT and the nrpb2-3 mutant and after HS plus treatments with a-amanitin

(A; 5 ug/ml) or zebularine (Z; 10 uM) (mean + standard error of the mean (s.e.m.), n =6 biological repetitions). b In the WT and after HS plus
treatment with A at different concentrations (ug/ml) as specified on the x-axis (mean =+ s.e.m., n =4 biological repetitions). ¢ In the WT and
after HS plus treatment with Z (40 uM) or a combination of A (5 pg/ml) and Z (A&402) (mean + s.e.m., n = 3 biological repetitions). d In the
WT after chemical treatment with A (5 ug/ml), Z (40 uM), a combination of A and Z (A&2) or in the nrpb2-3 and nrpd1 backgrounds following
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has to integrate back into the genome [1]. Given that we
observed a strong increase in ONSEN copy number after
HS and treatment with moderate amounts of Z in the
nrpb2-3 background, we wanted to address the inheritance
of additional ONSEN copies by the offspring. For this we
compared the average ONSEN copy number of pooled S1
seedlings obtained from Z-treated and heat-stressed WT
and nrpb2-3 plants grown under controlled conditions on
soil by qPCR. We observed a distinct increase in the over-
all ONSEN copy number exclusively in the nrpb2-3 back-
ground (Additional file 1: Figure S1).

Because both DNA methylation and Pol II can be
inhibited by the addition of specific drugs, we wanted to
test if treating WT plants with both A and Z at the same
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time could strongly activate and even mobilize ONSEN
after a HS treatment. We grew WT seedlings on MS
medium supplemented with Z (40 pM) [19] individually
or combined with A (5 pg/ml, A&Z). Consistent with
the strong activation of ONSEN in HS and Z-treated
nrpb2-3 seedlings, the combined treatment (A&Z) of the
WT gave rise to a very high (Fig. 1c) HS-dependent
(Fig. 1d) increase in ONSEN copy number, comparable
to that in the nrpd1 background (Fig. 2e). We noted that
the overall amplitude of HS-dependent ONSEN activation
could vary between different waves of stress applications
in terms of copy number (Fig. 1a, b). Yet, the observed en-
hancing effect of Pol II and DNA methyltransferase inhib-
ition with A and Z on ONSEN activation was consistent in
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Fig. 2 Simultaneous inhibition of DNA methyltransferases and Pol Il reduces global CHH methylation and mimics the TE silencing deficiency of
the nrpd1 background. a Genome-wide DNA methylation levels in the WT after CS and CS plus treatment with A (5 pg/ml), Z (40 pM), or a
combination of A and Z (A&2) for three sequence contexts (brown for CG, yellow for CHG and blue for CHH). b Same as a but only depicting
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independent experiments (Figs. la—c and 2e). To detect
activated TEs at the genome-wide level we took advantage
of the production of eccDNA by active retrotransposons.
eccDNA is a byproduct of the LTR retrotransposon life
cycle [20]. Using mobilome sequencing, which comprises
a specific amplification step of circular DNA followed by
high-throughput sequencing to identify eccDNA derived
from active LTR retrotransposons [2], we found that only
ONSEN was activated by HS in combination with A&Z
(Additional file 1: Figure S2). Confirming our qPCR data,
more ONSEN-specific reads were detected in the presence
of A and Z in the medium.

To better understand the mechanisms by which the
drugs enhanced the activation of ONSEN after HS at the
DNA level, we assessed how they influenced DNA
methylation at the genome-wide level using whole-
genome bisulfite sequencing (WGBS) after CS. Overall,
we found that all drug treatments affected global DNA
methylation levels. While the treatment with Z affected
all sequence contexts, we observed that inhibition of Pol
II primarily affected cytosine methylation in the CHG
and CHH sequence contexts (where H is an A, T or G).
The combined A&Z treatment had a slight additive de-
methylating effect in the CHG and CHH contexts com-
pared to A or Z alone (Fig. 2a, b). DNA methylation
levels at one ONSEN locus (AT1TE12295) is depicted in
Fig 2c. Treatment with A led to a slight decrease in
DNA methylation, which was more apparent in Z- and
A&Z-treated plants. We then checked by northern blot
whether the degree of reduction in DNA methylation
would coincide with increased ONSEN transcript levels
directly after HS. We found that treatment with Z alone
resulted in the highest ONSEN transcript level after HS
(Fig. 2d). Considering the data obtained on ONSEN
ecDNA (Fig. 1c), we concluded that a substantial pro-
portion of these Z-induced transcripts were not suitable
templates for ONSEN ecDNA synthesis.

In Drosophila, it has been shown that Pol II-mediated
antisense transcription results in the production of TE-
derived siRNAs in a Dicer-2-dependent manner [21]. In
support of this in Arabidopsis, a recent publication pointed
out the importance of DCL3 in regulating ONSEN in the
ddml background [16]. To elucidate whether the effect of
Pol II inhibition was also dicer-dependent, we grew both
rdr6 and dcl2/3/4 triple mutant plants on A, applied HS
and measured ONSEN ecDNA levels. Strikingly, we found
that A still enhanced ecDNA accumulation in rdr6 plants,
whereas inhibition of Pol II had no additional effect in the
dcl2/3/4 triple mutant (Fig. 2e).

Induced mobilization of endogenous TEs in plants has
so far been very inefficient, thus limiting their use in
basic research and plant breeding [3]. In the case of Ara-
bidopsis, transposition of ONSEN in HS-treated WT
plants has not been observed [11, 22]. Because the A&Z

Page 4 of 10

drug treatment resulted in high accumulation of ONSEN
copy numbers—essentially mimicking plants defective in
NRPD1 (Fig. 2e)—we wanted to test if the combined drug
treatment could lead to efficient ONSEN mobilization in
WT plants. First, we assessed by qPCR if, and at what fre-
quencies, new ONSEN copies could be detected in the
progeny of A&Z-treated and heat stressed plants. In fact,
we found new ONSEN insertions in 29.4% of the tested S1
(selfed first generation) pools (n=51), with pools having
up to 52 insertions (Additional file 1: Figure S3). We then
confirmed stable novel ONSEN insertions in a subset of
independent individual high copy plants by transposon
display (Fig. 3a), qPCR (Fig. 3b) and sequencing of 11
insertions in a selected high-copy line (hc line 3; Fig. 4;
Additional file 1: Figure S4). Tracking ONSEN copy
numbers over three generations of selfing indicated that
the new insertions were stably inherited (Fig. 3b). Further-
more, the re-application of heat stress and drugs in the S3
generation of two hc lines did not lead to greater accumu-
lation of ONSEN copies compared to control lines, but we
instead observed stronger silencing in lines with more
ONSEN copies (Additional file 1: Figure S5).

TE insertions can interrupt genes or alter their expres-
sion by recruiting epigenetic marks or by stress-dependent
readout transcription from the 3" LTR into flanking re-
gions [6]. To test this, we grew the S2 generation of the se-
lected hc lines under long- and short-day conditions.
Interestingly, we observed that many hc lines showed clear
and homogenous phenotypes in response to the different
growth conditions (plant size, chlorophyll content and
flowering time; Fig. 3¢, d).

To demonstrate that ONSEN insertions could directly
influence such developmental phenotypes, we closely
investigated hc line 3, which produced white seeds
(Fig. 4a). Using a candidate gene approach, we found
that an ONSEN insertion in transparent testa 6 (TT6,
AT3GS51240; Fig. 4b) was responsible for the recessive
white seed phenotype [23, 24]. This was confirmed by
segregation analysis of the F2 generation of a cross be-
tween WT and hc line 3 (Fig. 4a) followed by genotyping
(Fig. 4¢).

Next, we wanted to test if Pol II plays a more general
role in repressing TEs in plants. Due to its significantly
different epigenetic and TE landscape compared to Ara-
bidopsis, we wanted to test if we could mobilize TEs in
rice (Oryza sativa) [25], a genetically well-characterized
monocotyledonous crop. To capture drug-induced mo-
bilized TEs, we characterized the active mobilome in O.
sativa seedlings that were grown on MS medium supple-
mented with no drugs, A only, Z only or a combination
of A and Z, using the same approach as we used for
Arabidopsis. We identified Houba, a copia-like retro-
transposon [26], as highly activated only when plants
were treated with A&Z (Fig. 5a). Bona fide activity of
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Fig. 3 Drug-induced mobilization of ONSEN in WT Arabidopsis plants. a Transposon display testing seedlings in the S2 generation of WT plants for
novel ONSEN insertions: lanes a to ¢ show HS-treated plants; lanes 1 to 7 show hc lines 1-7 treated with HS and A (5 pg/ml) and Z (40 uM),
M indicates the size marker. b ONSEN copy number in the S1, S2 and S3 generations measured by gPCR (mean + se.m, n=3 technical
replicates, values relative to ACTIN2). ¢, d Photographs of S2 plants showing both homogeneous and environment-dependent phenotypic
variability induced by the ONSEN mobilization when grown under long (c) and short day (d) conditions. gPCR data for the S3 generation of line 6
in b as well as pictures of phenotypes in ¢ and d are missing due to severe infertility and extinction of this line

3.5k

~JLUR - ONSEN  SLTR
19025705

At3g51240 (TT6)

Fig. 4 Transparent testa phenotype of hc line 3 co-segregates with an ONSEN insertion in TT6. Seed phenotypes (a) and corresponding genotypes
(c) of a segregating F2 population (lanes 1-22) obtained from a cross between the WT and hc line 3 (hc) are shown. b Primers used for genotyping
of the ONSEN insertion. For the WT-PCR depicted in the upper part of c the light (tt6 fw) and dark (tt6 rev) green primers flanking the 776 locus
(AT3G51240) were used. The ONSEN insertion in TT6 was detected by a combination of the light green primer with the red primer specific to the ONSEN
LTR (Copia 78 3' LTR, red arrow). M indicates the size marker. Primer sequences are given in Additional file 1: Table S1




Thieme et al. Genome Biology (2017) 18:134

Page 6 of 10

13,646,000 13,648,000

a cheo

13,650,000 13,652,000

2;4 W

log2 ratio sample vs control

ON B OO NIMOO®O

AN SRS NSRS N

A&Z

Fig. 5 Drug-induced activation of the Houba retrotransposon in O. sativa. Mobilome analysis of DNA extracted from seedlings after growth under
control conditions (C), A (5 pg/ml), Z (40 uM) or the combination of A&Z. a Logarithmic ratio of the depth of coverage obtained after aligning
the sequenced reads on one Houba element. b Primer localization (black bar, Houba element; arrows, PCR primers; red box,LTR). ¢ Circular forms
of Houba are specifically detected in plants treated with A&Z using inverse PCR with primers shown in (b). d Specific PCR on chloroplast DNA is
shown as a loading control. Total DNA subjected to a rolling circle amplification was used as a template. M indicates the size marker

Houba was supported by the detection of eccDNA
containing LTR-LTR junctions (Additional file 1:
Figure S6). The activation of Houba was further con-
firmed by eccDNA-specific PCR on the Houba
circles (Fig. 5b—d).

Discussion

In this study, we show the importance of Pol II in the re-
pression of TE mobility in plants. By choosing the well-
characterized heat inducible ONSEN retrotransposon,
we were able to specifically address the role of Pol II in
silencing transcriptionally active endogenous TEs in WT
plants. Recent studies propose Pol II as the primary
source for the production of TE-silencing signals that
can then feed into the RNA silencing and DNA methyla-
tion pathways [15]. Our data strongly support these find-
ings at two levels. First, we found that inhibition of Pol
IT activity reduced the degree of DNA methylation at
ONSEN, demonstrating its distinct role in this process,
and that Pol II also contributes to reinforcing silencing
at the genome-wide level, primarily in the CHH but
also in the CHG context. Second, our finding that DCL
enzymes are sufficient to process the silencing signal
produced by Pol II suggest that Pol II acts at very early
steps in the TE silencing pathway by providing substrates

to these enzymes. The observation that inhibition of Pol II
in the rdr6 background still further enhanced ONSEN ac-
cumulation after HS supports the notion that Pol II plays
a central role in the previously proposed expression-
dependent RADM pathway [16].

Using mobilome sequencing we confirmed previous
findings [2] that this approach is a powerful diagnostic
tool to detect mobile retrotransposons: we detected high-
est levels of eccDNA of ONSEN in HS and drug-treated
Arabidopsis seedlings and found new insertions in succes-
sive generations of these plants. Using the same approach
on rice we were able to detect production of Houba
eccDNA after drug treatments, suggesting that the pro-
geny will then contain novel Houba insertions. This is still
to be confirmed and may be hampered by the already very
high Houba copy number present in the genome [27].

Our findings may indicate that Pol II is primarily in-
volved in silencing young, recently active retrotranspo-
sons and perhaps to a lesser extent other tightly silenced
TEs. Indeed, there are indications of very recent natural
transposition events for ONSEN [28] and Houba [29] in
the Arabidopsis and rice genomes, respectively. For in-
stance, the annual temperature range has and may still
contribute to contrasting ONSEN mobilization events in
different Arabidopsis accessions [28]. Houba is the most
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abundant TE of the copia family in rice and has been ac-
tive in the last 500,000 years [30].

Overall, our findings lead to the question of when
plants lower their guard: under what conditions could
Pol II be less effective in silencing TEs? Certain stresses
that affect the cell cycle have been reported to lead to
the inactivation of Pol II [31, 32]; this would provide a
window of opportunity for TEs to be mobilized. There-
fore, combined stresses that affect the cell cycle and acti-
vate TEs may lead to actual TE bursts under natural
growth conditions. Interestingly, it has been reported
that retrotransposon-derived short interspersed element
(SINE) transcripts can inhibit Pol II activity [33]. This
strongly suggests the presence of an ongoing arms race
between retrotransposons and Pol II. Considering that
almost all organisms analyzed so far have TEs [4] and
RNA polymerases [34] and the reliance of TEs on host
RNA polymerases, it may—from an evolutionary point
of view—not come as a surprise that Pol II also has a
function as an important regulator of retrotransposon
activity. Strikingly, it has been shown in both Saccharo-
myces cerevisiae and Drosophila melanogaster that Pol
II-dependent intra-element antisense transcription plays
an important role in TE silencing [21, 35]. In addition,
we observed a discrepancy in ONSEN transcript accu-
mulation and measured ecDNA after HS in seedlings
that were treated with zebularine only. This substanti-
ates the notion that both the quantity and quality of
transcripts affect regulation, reverse transcription and
successful integration of retrotransposons. This is well in
line with previous observations demonstrating that differ-
ent TE-derived transcripts have distinct functions in the
regulation of TE activity [36]. As a next step it will be of
great interest to investigate if Pol II-dependent antisense
transcription of TEs and subsequent dicer-dependent pro-
cessing may be the key to solve “the chicken and the egg
problem” of de novo silencing functional retrotransposons
in eukaryotes.

Finally, our findings will allow future studies on the
potential beneficial role TEs play in adaptation to
stresses. Indeed, two recent studies point out the adaptive
potential of retrotraonsposon and, more specifically,
ONSEN copy number variation in natural accessions [28]
and RdADM mutant backgrounds of Arabidopsis [37].
Upon mobilization, the heat-response elements in the
LTRs of ONSEN [38] can create new gene regulatory
networks responding to heat stress [11]. Therefore, it
will now be of great interest to test if the ONSEN hc
lines obtained in this study are better adapted to heat
stress. This will allow us to test if retrotransposon-
induced genetic and epigenetic changes more rapidly
create beneficial alleles than would occur by random
mutagenesis. Furthermore, the observation that HS did
not lead to a stronger activation of ONSEN in hc lines
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compared to WT plants suggests that genome stability
is not compromised in these lines. This result can be
explained by at least two possible mechanisms: (i) the
occurrence of insertions of inverted duplications of
ONSEN, such as has been observed for the Mu killer
locus in maize [39]—such insertions will lead to the
production of double-stranded RNA feeding into gene
silencing and thereby limit the activity of that TE; and
(ii) balancing of TE activity and integrated copy number
as has been described for EVADE in Arabidopsis [40]. In
this case, when a certain TE copy number threshold is
reached robust transcriptional gene silencing takes over,
thereby limiting TE mobility and ensuring genome stabil-
ity. The stability of new TE insertions is an important as-
pect in light of the future use of TEs in crop breeding and
trait stability.

Conclusions

TEs are important contributors to genome evolution. The
ability to mobilize them in plants and possibly in other eu-
karyotes in a controlled manner with straightforward drug
application, as shown here, opens the possibility to study
their importance in inducing genetic and epigenetic
changes resulting from external stimuli. Because the in-
duced transposition of ONSEN can efficiently produce
developmental changes in Arabidopsis, it will be very
interesting to test if specific stress-induced TE activation
can be used for directed crop breeding for better stress
tolerance in the near future.

Methods

Plant material

All Arabidopsis mutants used in this study (nrpb2-3
[14], nrpd1-3 [41], rdr6 [42], dcl2/3/4 triple mutant [43])
are in the Col-0 background. For O. sativa japonica, the
cultivar Nipponbare was used.

Growth conditions

Prior to germination, Arabidopsis seeds were stratified
for 2 days at 4 °C. Before and during stress treatments
plants were grown under controlled conditions in a Sanyo
MLR-350 growth chamber on solid % MS medium (1%
sucrose, 0.5% Phytagel (Sigma), pH 5.8) under long day
conditions (16 h light) at 24 °C (day) and 22 °C (night)
(Arabidopsis) and 12 h at 28 °C (day) and 27 °C (night) (O.
sativa).

To analyze successive generations, seedlings were
transferred to soil and grown under long day conditions
(16 h light) at 24 °C (day) and 22 °C (night) (Arabidopsis)
in a Sanyo MLR-350 growth chamber until seed maturity.

For phenotyping, Arabidopsis plants were grown under
long day conditions (16 h light) at 24 °C (day) and 22 °C
(night) and short day conditions (10 h light) at 21 °C (day)
and 18 °C (night).
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Stress and chemical treatments

Surface sterilized seeds of Arabidopsis and O. sativa
were germinated and grown on solid 2 MS medium that
was supplemented with sterile filtered zebularine (Sigma;
stock, 5 mg/ml in DMSO), a-amanitin (Sigma; stock,
1 mg/ml in water) or a combination of both chemicals.
Control stresses (6 °C for 24 h followed by control con-
ditions for 24 h, CS) and heat stresses (6 °C for 24 h
followed by 37 °C for 24 h, HS) of Arabidopsis seedlings
were conducted as described previously [11].

DNA analysis

For qPCR and prior to digestions, total DNA from Ara-
bidopsis plants was extracted with the DNeasy Plant
Mini Kit (Qiagen) following the manufacturer’s recom-
mendations. For the qPCRs to measure the ONSEN copy
number following HS and chemical treatments the aerial
parts of at least ten Arabidopsis plants per replicate were
pooled prior to DNA extraction. To track ONSEN copy
numbers in the S1-3 generations of controls (only HS)
and hc lines (HS + A&Z treatment) DNA from true
leaves was extracted. For the estimation of the ONSEN
transposition frequency, total DNA of pools consisting
of at least eight seedlings of the progeny of HS + A&Z-
treated plants was isolated. The DNA concentration was
measured with a Qubit Fluorometer (Thermo Fisher Sci-
entific). The copy numbers of ONSEN were determined
with qPCRs on total DNA using a TagMan master mix
(Life Technologies) in a final volume of 10 pl in the
Light-Cycler 480 (Roche). ACTIN2 (AT3G18780) was
used to normalize DNA levels. Primer sequences are
given in Additional file 1: Table S1.

For the mobilome-seq analysis total DNA from the
pooled aerial parts of three 10-day-old O. sativa seedlings
was extracted as previously reported [44]. Genomic DNA
(5 pg) for each sample was purified using a Geneclean kit
(MPBio, USA) according to the manufacturer’s instruc-
tions. ecDNA was isolated from the GeneClean product
using PlasmidSafe DNase (Epicentre, USA) according to
the manufacturer’s instructions, except that the 37 °C in-
cubation was performed for 17 h. DNA samples were pre-
cipitated by adding 0.1 volume of 3 M sodium acetate
(pH 5.2), 2.5 volumes of ethanol and 1 pl of glycogen
(Fisher, USA) and incubating overnight at -20 °C. The
precipitated circular DNA was amplified by random roll-
ing circle amplification using the Illustra TempliPhi kit
(GE Healthcare, USA) according to the manufacturer’s in-
structions except that the incubation was performed for
65 h at 28 °C. The DNA concentration was determined
using the DNA PicoGreen kit (Invitrogen, USA) using a
LightCycler480 (Roche, USA). One nanogram of amplified
ecDNA from each sample was used to prepare the librar-
ies using the Nextera XT library kit (Ilumina, USA) ac-
cording to the manufacturer’s instructions. DNA quality
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and concentration were determined using a high sensitiv-
ity DNA Bioanalyzer chip (Agilent Technologies, USA).
Samples were pooled and loaded onto a MiSeq platform
(Ilumina, USA) and 2 x 250-nucleotide paired-end se-
quencing was performed. Quality control of FASTQ
files was done using the FastQC tool (version 0.10.1).
To remove any read originating from organelle circular
genomes, reads were mapped against the mitochondria
and chloroplast genomes using the program Bowtie2
version 2.2.2 71 with —sensitive local mapping. Unmapped
reads were mapped against the reference genome IRGSP1.0
(http://rgp.dna.affrc.go.jp/E/IRGSP/Build5/build5.html)
using the following parameters: —sensitive local, -k 1. DNA
from both mitochondria and chloroplast genomes inte-
grated in nuclear genomes was masked (1,697,400 bp).
The TE-containing regions cover 194,224,800 bp in O.
sativa. Finally, the bam alignment files were normalized
and compared using deeptools [45] and visualized with
the Integrative Genomics Viewer (IGV) software (https://
www.broadinstitute.org/igv/). Data from the mobilome
analysis were submitted to GEO (accession number
GSE90484).

The presence of circular Houba copies was tested by
an inverse PCR on 7 ng of the rolling-circle amplified
template that was also used for sequencing. A PCR spe-
cific to chloroplast DNA served as a loading control.
PCR products were separated on a 1% agarose gel that
was stained with a Midori Green Nucleic Acid Staining
Solution (Nippon Genetics Europe). Primer sequences
are given in Additional file 1: Table S1.

Transposon display

The integration of additional copies of ONSEN into the
genome of heat stressed and treated plants was ascer-
tained by a simplified transposon display based on the
GenomeWalker Universal kit (Clontech Laboratories), as
previously described [11] with the following modifica-
tions: 300 ng of total DNA from adult plants in the S2
generation of heat stressed and A&Z-treated plants was
extracted with a DNeasy Plant Mini Kit (QIAGEN) and
digested with blunt cutter restriction enzyme Dral (NEB).
After purification with a High Pure PCR Product Purifica-
tion Kit (Roche) digested DNA was ligated to the annealed
GenWalkAdapters 1&2. The PCR was performed with the
adaptor-specific primer AP1 and the ONSEN-specific pri-
mer Copia78 3" LTR. The PCR products were separated
on a 2% agarose gel that was stained with Midori Green.
For primer sequence information, see Additional file 1:
Table S1.

Cloning, sequencing and genotyping of new insertions

To identify the genomic region of new ONSEN inser-
tions, the PCR product of the transposon display was
purified using a High Pure PCR Product Purification Kit
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(Roche), ligated into a pGEM-T vector (Promega) and
transformed into Escherichia coli. After a blue white selec-
tion, positive clones were used for the insert amplification
and sequencing (StarSEQ). The obtained sequences were
analyzed with Geneious 8.2.1 and blasted against the Ara-
bidopsis reference genome. The standard genotyping PCRs
to prove novel ONSEN insertions were performed with
combinations of the ONSEN-specific primer Copia78 3’
LTR and primers listed in Additional file 1: Table S1.

RNA analysis and northern blotting

Total RNA from the aerial part of at least ten Arabidop-
sis seedlings was isolated using the TRI Reagent (Sigma)
according to the manufacturer’s recommendations. RNA
concentration was measured (Qubit RNA HS Assay Kit,
Thermo Fisher) and 15 pg of RNA was separated on a
denaturing 1.5% agarose gel, blotted on a Hybond-N*
(GE Healthcare) membrane and hybridized with 25 ng
of a gel-purified and P*?-labelled probe (Megaprime
DNA Labelling System, GE Healthcare) specific to the
full length ONSEN transcript (see Additional file 1: Table
S1 for primer sequences). Northern blots were repeated
in three independent experiments with the same results.

Whole-genome DNA methylation analysis

Whole-genome bisulfite sequencing library preparation
and DNA conversion were performed as previously re-
ported [46]. Bisulphite read mapping and methylation
value extraction were done on the Arabidopsis TAIR10
genome sequence using BSMAP v2.89 [47]. Following
mapping of the reads the fold coverages of the genome
for CS, CS+A, CS+Z and CS + A&Z were 13.4, 13.2,
18.4 and 16.3, respectively. Data from the bisulphite se-
quencing analysis have been submitted to GEO (accession
number GSE99396).

Statistics

Statistical analyses were performed with SigmaPlot (v.
11.0). Depending on the normality of the data, either
an H-test or a one-way ANOVA was performed. The
Student-Newman-Keuls method was used for multiple
comparisons.

Additional file

Additional file 1: Table S1. Table of all primers used in this study.
Figure S1. Increase in ONSEN copy numbers in ST pools of heat-stressed
and Z-treated nipb2-3 plants. Figure S2. Detection of eccDNAs originating
from ONSEN loci following heat stress and chemical treatments in
Arabidopsis. Figure S3. Increase in ONSEN copy numbers in S1 pools of
heat-stressed and A&Z-treated WT plants. Figure S4. Summary of
confirmed novel ONSEN insertions in hc line 3. Figure S5. Stress-induced
activation of ONSEN in the S3 generation after initial HS treatment. Figure
S6. Houba forms LTR-LTR junction eccDNAs after combined A&Z treatment.
(PDF 1660 kb)
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3.5 Quel est le réle des ADNecc viraux chez la drosophile ?

Dans la plupart des études précédemment citées, nous nous sommes uniquement intéressés a
I’¢tude du mobilome dans le but d’identifier les ET actifs. Or le mobilome d’un tissu ou d’un
organisme est constitué d’une population d’ADNecc de différentes catégories (voir

Introduction page 30).

L’équipe de Maria-Carla Saleh (Institut Pasteur) s’intéresse aux relations entre les virus et les
insectes au niveau du systeme immunitaire des insectes. En effet, les insectes et notamment
les moustiques, sont connus pour transmettre des virus, par exemple aux hommes, en jouant le
role de vecteur. Les insectes ont ainsi développé des mécanismes immunitaires puissants leur
permettant d’étre asymptomatique a la suite d’une infection virale. Récemment, cette équipe
(Goic et al. 2013; 2016) a montré que I’ARN viral était réverse-transcrit en ADN par des RT
provenant de rétrotransposons. De plus cet ADNec viral est reconnu par la machinerie RNAi
de I’insecte hote induisant la production de petits ARN impliqués dans la réponse antivirale
de I’hote. Afin de tester la présence d’ADNecc viral chez des mouches Drosophila
melanogaster infectées par des virus a ARN, I’équipe de M.C Saleh s’est intéressée a la
technique du mobilome-seq. J’ai participé a ’analyse des données du mobilome qui nous ont
notamment permis de détecter la présence d’ADNecc viral. De plus, nos collaborateurs ont
montré que 1’inoculation d’ADNecc viral chez la drosophile induisait la production de petits
ARN spécifiques des virus conférant une forte résistance aux virus. Les résultats de cette
¢tude suggerent que la synthése d’ADNecc viral pourrait participer a la réponse immunitaire
chez Drosophila. Les résultats de cette étude ont fait 1’objet d’une publication actuellement en

révision (Poirier et al., en révision).

3.6 Conclusion

De la drosophile (170 Mb) au pin (20 Gb), dans des conditions normales ou lors de stress
abiotiques et biotiques, dans des fonds sauvages ou dans des fonds mutants épigénétiques, nos
analyses bioinformatiques ont été¢ développées dans le but d’obtenir une méthode adaptée aux
génomes complexes et pour cribler un grand nombre de tissus, mutants ou conditions de
stress. L ensemble des collaborations développées pendant ma thése nous a également permis
de rendre plus polyvalente notre méthode, par 1’utilisation de la technique CRISPR Cas9 ou

par I’assemblage de novo des données de séquengage par exemple. Enfin nous avons identifi¢
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de nouveaux ET candidats dont I’activité devra étre analysée plus finement.

En paralléle a nos études, I’engouement pour les ADNecc a conduit a la multiplication trés
récente de méthodes pour les analyser. Derniérement, Shoura et a/ (2017) ont apporté une
nouvelle alternative dans le séquengage des mobilomes, appelés circulomes dans leur étude.
Ils ont élégamment modifi¢ la purification des ADNecc afin d’obtenir suffisamment
d’ADNecc pour supprimer |’étape d’amplification et séquencer directement grace a.
I’association entre une stratégie biophysique (centrifugation par gradient de chlorure de
césium) et une stratégie biochimique (multiplication des digestions avec exonucléase).

Néanmoins les ADNecc ainsi identifiés demandent a étre validés par une autre technique.

Les travaux détaillés ici montrent que de nombreuses questions biologiques peuvent trouver
leurs réponses dans 1’é¢tude du mobilome et il semblerait que la caractérisation de ce répertoire

génomique sous-exploré n’en soit qu’a son commencement.
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Grace aux avancées de la génomique et au vu du nombre exponentiel de génomes séquencés
disponibles, il est clairement démontré que les ET proliférent dans les génomes. Or, peu
d’exemples dans la littérature illustraient 1’activité transpositionnelle des ET. Les méthodes de
détection disponibles lors de mes débuts en thése ne semblaient pas assez puissantes pour
¢valuer le niveau de transposition global des ET et nous n’avions aucune idée de la fréquence
des mouvements des ET. Est-ce un événement rare ? Est-ce-que la réactivation d’un ET est
fréquente dans les génomes mais a cause du nombre important de copies d’ET dans les
génomes, leur activité est difficilement détectable ? Pour répondre a ces questions, nous nous
sommes intéressés a un répertoire génomique inexploré et sous-estimé, le mobilome.
Identifier les ADNecc correspondant a des ET dans un organisme ou un tissu donné s’est
avéré étre un moyen efficace et a faible colit afin d’évaluer le niveau transpositionnel d’un

génome.

L’¢tude des mobilomes nous a beaucoup appris sur 1’activité¢ somatique des ET et le contrdle
de ces ¢éléments s’aveére bien plus complexe qu’initialement supposé. Malgré le nombre
important d’organismes, de tissus et de conditions testés pendant ma thése, nous n’avons
jamais observé une réactivation massive d’ET méme dans des tissus ou I’épigénome est
totalement déstabilisé. En effet, le modéle qui illustre la transmission des marques
épigénétiques d’une génération a une autre chez les plantes propose une reprogrammation de
ces marques qui se traduit par une réactivation transitoire des ET. S’il est vrai que
I’hypométhylation observée dans 1’albumen de plusieurs variétés de riz induit la réactivation
transcriptionnelle massive des ET, 1’activité transpositionnelle de ces ET n’est pas observée.
Nos données de mobilome-seq nous ont montré que le relachement €pigénétique observé a la
fois dans les tissus entourant les gameétes et a la fois dans 1’albumen aprés la fécondation ne
semble pas suffisant pour permettre une réactivation massive des ET contrairement a ce que le

modele suggérait (Martinez et Kohler 2017).

Si les marques épigénétiques jouent un role central dans le maintien du silencing de ces
¢léments, la réactivation des ET semble néanmoins résulter de la combinaison de plusieurs
facteurs qui peuvent étre €pigénétiques mais aussi environnementaux et développementaux.
Selon la ou les conditions étudiées, ’analyse des mobilomes nous a également montré que la
transposition des ET était spécifiquement ciblée a quelques familles d’ET suggérant que les
mécanismes de régulation pouvaient étre famille-dépendant. Cette observation avait
¢galement été faite lors d’analyses génomiques, notamment chez le riz, qui illustraient les

traces de bursts de transposition spécifiques de certaines familles au cours de I’évolution
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(Vitte et al. 2007). Quelles sont alors les spécificités de ces familles ? Comment I’activité des

ET peut étre régulée par différents mécanismes indépendants ?

La caractérisation de I’activité de PopRice s’est révélée €tre un intéressant modele pour
¢tudier ce type de mécanismes famille-dépendant. Effectivement, 1’activit¢ de PopRice
semblait étre expliquée a la fois par un facteur épigénétique, I’hypométhylation de 1’albumen
et a la fois par un facteur développemental, la présence de boites a glutélines dans le LTR.
L’analyse de PopRice nous a conduit a comparer les différentes sous-familles qui constituent
la famille Osr4. S’il est connu que seuls quelques ¢léments d’une méme famille sont capables
de s’activer dans une condition (par exemple la copie de Tos/7 sur le chromosome 7 dans les
cals), ici nous décrivons I’« indépendance » d’une sous-famille. Et dans ce cas précis, nous
n’avons pas seulement étudié un mécanisme famille-dépendant mais sous-famille dépendant
ce qui suggere que les acteurs responsables de 1’activit¢ des ET peuvent étre tres
caractéristiques de certains ¢léments. L’accumulation de boites a glutélines dans le LTR de
PopRice est la seule différence notable entre les ¢léments PopRice et les autres éléments
d’Osr4. Or, aujourd’hui aucun lien direct n’a été établi entre la présence de ces boites et la
transposition spécifique de PopRice. Paradoxalement, tous les membres de la famille
semblent étre transcrits et déméthylés dans 1’albumen de riz nous obligeant a nous tourner

vers de nouvelles pistes pour identifier les mécanismes de régulation de PopRice.

L’activité conservée et contrastée de PopRice dans de nombreuses variétés de riz asiatiques
nous a permis d’initier un nouveau type d’analyse GWAS basée sur la présence (ou I’absence)
d’ADNecc de PopRice. Deux geénes spécifiques de I’albumen semblent étre des candidats
intéressants pour la suite de 1’analyse. L’utilisation des variations de 1’activit¢ d’un ET
comme phénotype n’est possible qu’a I’aide de méthodes capables de détecter 1’activité
somatique d’un ET. En d’autres termes, dans des études futures la combinaison entre des
analyses mobilomiques et des analyses GWAS pourrait s’avérer fructueuse pour la

caractérisation des ET.

En revanche, si nous avons effectivement montré que la présence d’ADNecc de PopRice était
liée a la présence de néo-insertions de PopRice dans le génome de 1’albumen, la validation par
PCR des insertions somatiques détectées a partir des données de reséquencage s’est avérée
difficile et méme un reséquencage profond n’a pas permis d’évaluer précisément le niveau de
transposition somatique. Les difficultés techniques liées a 1’étude de 1’activité somatique des

ET restent un frein qui pourra étre dépassé par les nouvelles techniques de séquencage de 3°™
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génération. Dans ce contexte le mobilome-seq permet d’identifier rapidement des ET
candidats dont les néo-insertions peuvent ensuite €tre analysées par des techniques de

séquencage ciblé ou capture.

Nos travaux rejoignent un ensemble d’avancées techniques récents qui offrent également de
nouvelles perspectives sur I’étude des ET. Le role des ET dans la création de nouveaux
réseaux de geénes par exemple a dans un premier temps été soupgonné par le biais d’analyses
de ChIP-seq montrant que les ET étaient souvent liés par des facteurs de transcription et qu’ils
présentaient des niveaux d’expression tissu ou condition spécifique. Derniérement et a 1’aide
de la méthode d’editing CRISPR, I’équipe de Cédric Feschotte a démontré 1’implication
directe de ERV dans la mise en place des réponses immunitaires chez les mammiferes
(Chuong et al. 2016a). La possibilité d’éliminer spécifiquement certains rétrovirus ou ET par
CRISPR-Cas9 est désormais un outil puissant pour valider I'impact des ET sur les génomes
hoétes. De plus, les travaux de Leandro Quadrana (2016) menés dans I’équipe de Vincent
Colot ont montré que 1’utilisation du GWAS pouvait étre une technique efficace pour 1’étude
des acteurs de la régulation des ET chez Arabidopsis. Dans leur étude, ils ont utilisé, pour
chaque famille d’ET, le nombre d’insertions d’ET par génome comme phénotype afin de
caractériser les régions du génome contrdlant la mobilité de ces familles. Les perspectives qui
découleront de cette étude s’annoncent trés séduisantes. Pour finir, le développement et la
précision d’outils de séquencage comme le séquencage single cell avec la technologie
Nanopore (voir Introduction page 27) devrait faciliter I’identification des variants structuraux

dont les insertions d’ET (Debladis et al. 2017).

Les exemples (et les revues) sur I’importance des ET dans les génomes se multiplient et il
semblerait que leur « légitimité » dans les génomes eucaryotes ne soit plus a démontrer. Qu’il
s’agisse de leurs roles dans la régulation des genes, dans I’apparition de nouveautés
biologiques (développement du placenta chez les mammiféres par exemple), ou de caracteres
agronomiques (variét¢ de raisin Chardonnay ou architecture du mais par exemple), le
potentiel évolutif des ET est définitivement admis dans la communauté scientifique. L'étude
des ET dans des plantes a intérét agronomique est aujourd'hui possible par la mise en place de
techniques telles que le mobilome-seq, adaptées aux génomes complexes et qui permettront
d'améliorer notre compréhension sur l'adaptation et 1'évolution des organismes afin de les

mettre a profit pour l'agriculture de demain.
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Pour finir, durant ma thése, je me suis principalement intéressée aux ADNecc qui
correspondent a des ET. Or, comme mentionné dans le chapitre 1 de I’introduction, le
mobilome d’une cellule ou d’un tissu renferme une population d’ADNecc trés hétérogéne. A
titre d’exemple, notre collaboration avec 1’équipe de M.C Saleh a mis en évidence le lien
entre la présence d’ADNecc viral et la mémoire immunitaire de 1’hote chez la drosophile. Des
¢tudes récentes ont également illustré I’importance de ces ADNecc dans 1’évolution des
cancers chez ’homme (Turner et al. 2017) ou dans I’implication de mécanismes de défense
chez la paramécie (Allen et al. 2017). Le role de ces cercles suscite I’engouement des
scientifiques (Pennisi 2017) et I’intérét nouveau et grandissant pour les ADNecc a conduit a la
multiplication trés récente de méthodes pour les analyser. Le séquengage du mobilome est
aujourd’hui la technique la plus développée pour permettre une caractérisation globale de ces
répertoires génomiques sous-explorés et ouvrent de nouvelles voies en génomiques dont les

enjeux sont importants notamment dans le milieu médical.

Damon Lisch a écrit en décembre 2016 sur Twitter que « les généticiens avaient besoin
d’accepter que les génomes des plantes étaient a la fois chaotiques et ordonnés ».
Aujourd’hui, il est loin le temps ou le dogme central de la biologie moléculaire régnait en
maitre. Il est indéniable que les futures analyses des mobilomes apporteront leur lot de
réponses sur la compréhension de la dynamique des génomes. Cette nouvelle ¢re s’annonce

passionnante.
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Matériel et Méthodes — Chapitre 3 — Partie 2
Régulations génétiques et épigénétiques de PopRice

Analyse transcriptionnelle. Les ARN totaux ont été isolés a partir de feuilles, fleurs et grains
en utilisant la solution Tri-reagent (MRC) et en suivant les instructions du fabricant. Les ARN
ont été traités avec une DNAse du kit RQ1 (Promega) et 1,25 pg ont été réverse- transcrits en
ADNCc en utilisant le kit GoScript (Promega). Les analyses de PCR quantitative en temps réel
(RT-gPCR) ont été réalisées avec 7 a 35 ng d’ADNc. Les analyses RT-qPCR ont été
effectuées sur un LightCycler 480 (Roche) en utilisant le kit Takyon No Rox SYBR
MasterMix dTTP Blue (Eurogentec) en suivant les instructions du fabricant. Les amorces ont
été utilisées avec une concentration de 2 uM. Les conditions de RT-qPCR sont les suivantes :
une étape de dénaturation a 95°C pendant 5 minutes, suivie de 40 cycles a 95°C pendant 10s,
60°C pendant 10s et une augmentation progressive de 0,04°C par seconde jusqu'a 95°C et une
¢tape finale de refroidissement a 40°C pendant 30 secondes. Trois réplicats biologiques ont
¢té¢ analysés pour chaque tissu. Les niveaux d’expression relative de PopRice et d’Osr4
comparés au gene elF-5a (Xu et al. 2015) ont été calculés a partir de la formule suivante : 2
(moyenne (CT PopRice—CT gene réference)) | g séquences des amorces utilisées sont référencées en

Annexes (Tableau S2).

Analyse du niveau de méthylation. L’ADN génomique a été extrait a partir de feuilles, de
grains et d’albumen de Nipponbare en utilisant la méthode CTAB (Clarke 2009). Pour chacun
des échantillons, 500 ng ont été digérés par Hpall dans un volume total de 20 pl et la réaction
a été incubée a 37°C sur la nuit. Le produit de la digestion a ensuite été dilué par un facteur 5
et 2 ul ont été utilisés pour réaliser la réaction de PCR. Deux réplicats biologiques ont été

analysés pour chacun des échantillons.

Analyse in silico de données bisulfites. Les données de Zemach et al, (2010) ont été
téléchargées sur la plateforme Gene Expression Omnibus (GEO) portant le numéro
d’accession GSE22591. Les fichiers SRR059001.sra et SRR059005.sra ont été convertis en
fichiers FASTQ a I’aide du module fastq-dump. Les index de séquengage Illumina ont été
¢liminés a I’aide du programme java Trimmomatic. Les lectures ont été alignées contre le
génome de référence IRGSP1.0 a I’aide du programme Bismarck via 1’algorithme de Bowtie2
et les parameétres suivants ont été utilisés : le premier ancrage d’une lecture se fait par fenétres

de 20 bp (-L 20) avec un seul mismatch autorisé (-N 1), la taille de I’insert entre les deux
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lectures est de maximum 1000 bp (-X 1000) et les parametres standards ont été utilisés pour
les scores des alignements (--score_min L,0-0.2) autorisant 2 mismatches par lecture. Les
duplications de PCR sont éliminées de I’analyse par le programme de Bismarck. Un fichier
CX report est créé avec I’état de méthylation de chaque cytosine du génome et le nombre de
lectures associées. La couverture et la détection de DMR (régions différentiellement

méthylées) sont analysées a I’aide du programme DMRcaller du logiciel R.
Analyse comparative de PopRice au sein des céréales

Identification de la sous-famille PopRice dans Nipponbare, les 12 génomes Oryza et dans
les génomes des céréales. Afin de déterminer I’histoire évolutive des éléments de PopRice,
une séquence consensus de PopRice a été utilisée pour détecter par BLAST tous les
rétrotransposons a LTR appartenant a la méme famille dans le génome de référence IRGSP-
1.0, dans les 12 génomes Oryza assemblés (The International Oryza Map Alignment
Consortium, en révision) et dans les génomes des Poaceae (Zea mays, Triticum aestivum,
Sorghum bicolor). Les parametres du BLAST sont les suivants : HSP>4000 bp, minimum
70% d’identité, e-value < e-50. Toutes les séquences sélectionnées ont été alignées a I’aide du
logiciel MAFFT et visualisées a 1’aide du logiciel SEAVIEW (voir Annexes). Tous les
¢léments incomplets ont été éliminés et 47 ¢léments ont été sélectionnés pour la famille Osr4
(PopRice inclus) pour Nipponbare et 231 éléments pour les 12 génomes. Les arbres
phylogénétiques ont été construits a partir de la méthode PhyML et visualisés avec le logiciel
FigTree (voir Annexes). L’arbre représentant les éléments de Nipponbare a été réalisé a partir
des séquences enticres des ¢éléments alors que 1’arbre des 12 génomes a été réalisé a partir de

la séquence des LTR de chaque ¢élément.

Analyses des données de mobilome-seq des variétés de riz africains et vietnamiens et des
grains de céréales. La préparation des ADNecc et des banques de séquencage [llumina a été
réalisée en suivant le méme protocole que celui décrit précédemment (Lanciano et al., 2017).
Les séquences des variétés de riz ont été alignées contre le génome de référence IRGSP1.0
(International Rice Genome Sequencing Project version 5 ; voir Annexes) et les parameétres
d’alignements sont les suivants : alignement local sensible (--sensitive local mapping) et seul
le meilleur hit est conservé (-k 1). Pour chaque banque, un fichier .ham est obtenu et visualisé

avec le logiciel Integrative Genomics Viewer (IGV) software (voir Annexes).

Southern blot. L’ADN génomique est extrait a I’aide de la méthode CTAB et les échantillons
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sont déposés sur un gel d’agarose de 0,8% et transférés sur une membrane en nylon Hybond-
N+ (GE, USA). Tous les Southern blot effectués durant ma thése ont été réalisés a 1’aide
d’une sonde non-radioactive et le signal d’hybridation est détecté avec le systéme DIG
(Roche, Suisse) en suivant les instructions du fabricant et comme décrit précédemment par
Picault et al. (2009). Les bains de stringence ont été réalisés a 65°C dans une solution SSC a
0.5X. Les sondes ont ét¢ amplifiées par PCR a partir d’ADN génomique. Les séquences des

sondes utilisées sont référencées en Annexes.

Phénotypage des variétés vietnamiennes par PCR. Pour chaque variété, I’ADN des grains
germés a ¢té extrait en utilisant la méthode CTAB. Les réactions PCR sont réalisées a partir
de 2 ul d’ADN (environ 20 ng) dans un volume final de 15 pl. Toutes les paires d’amorces
ont été dessinées a 1’aide du programme Primer3 (voir Annexes) et la qualité a été testée avec
OligoCalc (voir Annexes) et avec BLAST (voir Annexes). Les conditions de PCR utilisées
sont les suivantes : une premiere étape de dénaturation a 95°C pendant 5 minutes suivie de 30
cycles a 95°C pendant 30 secondes, une étape d’hybridation pendant 30 secondes, une étape
d’¢longation a 72°C pendant 1 minute et 10 secondes et une étape finale d’extension a 72°C
pendant 5 minutes. 8 pl du produit PCR ont été déposés sur un gel d’agarose a 1,5% et la
migration a été¢ effectuée a 135 mV pendant 30 minutes. L’ADN est rendu visible par le
GelRed dye (Biotium). Les images des gels ont été¢ obtenues avec le systéme d’imagerie

UGenius gel (Syngene). Les séquences des amorces utilisées sont référencées en Annexes.

Analyse GWAS des variétés de riz vietnamiens. La matrice de marqueurs SNP a été
générée a partir d’'une étude GBS comme décrit précédemment par Phung et al. (2014).
Bri¢vement, les marqueurs qui ont plus de 20% de données manquantes et qui ont une
fréquence allélique rare (<5%) sont éliminés a 1’aide du programme Beagle v3.3.2 (Browning
et Browning 2007). 21623 marqueurs SNP ont été retenus pour la suite de ’analyse. Afin de
déterminer la structure de la population une analyse a composante principale (ACP) est
effectuée a 1’aide du programme Eigensoft (Price et al. 2006). Les cinq premicres
composantes principales (PC) expliquent la plus grande partie de la variance et représentent
I’effet fixé de la covariance. Afin d’associer le phénotype (présence ou absence de PopRice)
avec le génotype, un modele linéaire mixte est réalisé en prenant en compte la structure de la
population (5 PC, effet fix¢) et les liens de parenté (matrice kinship IBS, effet aléatoire). Le
modele est exécuté a 1’aide du logiciel EMMAX (Kang et a/. 2010). Une matrice kinship IBS

est une matrice d’apparentement entre chaque individu 2 a 2. Elle a été obtenue a I’aide du
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programme EMMAX-kin en suivant les parametres par défaut. Les PC et la matrice kinship
sont utilisés pour controler les faux-positifs qui peuvent devenir importants dans les
populations structurées. Les résultats sont illustrés avec deux types de représentation
graphique un QQ-plot et un Manhattan plot réalisés sous R a 1’aide du package qgman
(Turner 2014).

Activité transpositionnelle de PopRice

Reséquencage de I’albumen de Nipponbare. Les grains matures de Nipponbare ont été
disséqués a 1’aide d’une épingle sous la loupe binoculaire. L’ADN de I’albumen a été extrait
par la méthode au CTAB (Clarke 2009). Les banques et le séquengage ont été réalisés par
Novogene Co. (USA) et des lectures pairées de 250 nt ont été obtenues. La qualité des fichiers
FASTQ a été évaluée a I’aide de 1’outil FastQC (version 0.10.1 ; voir Annexes). Dans le but
de déterminer la couverture moyenne de séquengage, les lectures sont alignées sur 72 génes
uniques avec Bowtie2 (Langmead et Salzberg 2012) et la couverture de chaque geéne est
calculée avec le module coverageBED du programme BEDTools. La moyenne et 1’écart-type
de la profondeur de séquencage sont ensuite calculées. Au préalable, les 72 génes uniques ont
¢été sélectionnés par 1’alignement des séquences CDS contre le génome de référence IRGSP1-
0 par BLAST. Seules, les séquences avec des hits uniques ont été retenus pour la suite de

I’analyse.

Analyse des 3000 génomes et détection des néo-insertions de PopRice. Afin de détecter les
insertions de PopRice dans les 3000 génomes ou les néo-insertions de PopRice dans
I’albumen de Nipponbare, un pipeline d’analyse a été développé par Marie-Christine
Carpentier (thése sous la direction d’Olivier Panaud, UPVD). Les lectures sont alignées
contre I’ET de référence (ici la séquence de PopRice 11) en utilisant le programme
d’alignement Bowtie2 (Langmead et Salzberg 2012) avec un seul hit autorisé¢ (-k 1). Les
paires de lectures alignées / non-alignées sont filtrées a partir du FLAG et les lectures non-
alignées sont alignées par BLAST contre le génome de référence IRGSP1.0 dans le but
d’identifier les points d’insertions de PopRice. Le nombre de lectures qui soutiennent
I’insertion est calculé a I’aide du module coverageBED du programme BEDTools. Afin de
valider in silico I’insertion nouvellement identifiée, des dot-plots sont réalisés en prenant la

séquence de la région d’insertion (10 kb), la séquence de ’ET (ici PopRice 11) et la séquence
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des lectures qui soutiennent I’insertion. Pour qu’une néo-insertion soit validée, la premiere
lecture d’une paire doit s’aligner sur la région d’insertion (qui ne présente aucune homologie

de séquence avec I’ET) alors que la seconde lecture doit s’aligner sur ’ET.

Détection des lectures coupées. Afin de détecter les lectures qui chevauchent I’ET et le
régions flanquantes de la néo-insertion, une analyse des lectures dites « coupées » a été
effectuée. Les lectures sont alignées contre le génome de référence en utilisant le programme
segemehl (Coil et al. 2015) avec les paramétres suivants: -S (alignement des lectures
coupées) -A 95 (précision de 95%) -U 24 (score minimum de 24) -Z 25 (longueur minimum
de 25) -W 95 (95% de la lecture). Les lectures « coupées » sont filtrées par rapport au FLAG
a I’aide du module view du programme SAMtools et sont réunies dans un fichier .ham. Ainsi,
seules les lectures qui n’alignement pas correctement dans leur paire (-f 14) et qui ont des
alignements multiples (-F 256) sont considérées comme des lectures « coupées ». Le module
coverageBED du programme BEDTools est utilis¢ pour déterminer la profondeur de

séquencage de ces lectures coupées. Les fichiers .ham sont visualisés avec IGV.
Activité de PopRice en condition de stress

Culture de cals et traitement ABA. La culture de cals a été générée a partir d’embryon de
grain de la variété Nipponbare. La méthode utilisée pour générer les cals a été décrite par
Sallaud et al. (2003). Durant 5 semaines les grains ont été inoculés sur un milieu d’induction
de cals. Chaque cal est ensuite formé de plusieurs unités, génétiquement identiques. Les
unités sont séparces et cultivées sur un milieu de maintenance pendant 4 semaines et sont
ensuite transférées pendant une semaine sur un milieu de maturation. Les cals alors agés de 10
semaines ont été imbibés d’ABA a une concentration de 5 uM pendant une semaine. Une
expérience controle (sans ABA) a également été réalisée. L’ADN issu des deux conditions
(avec ABA et sans ABA) a ensuite été extrait a ’aide la méthode CTAB. L’analyse par PCR a
¢été réalisée dans les mémes conditions décrites précédemment. Les séquences des amorces

utilisées ont été référencées en Annexes.
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Matériel et Méthodes — Chapitre 3 — Partie 3

1. Stratégies bioinformatiques du mobilome-seq

Alignement des lectures contre un génome de référence. Pour les organismes pour
lesquels nous disposons d’un génome de référence, les lectures de séquengage sont alignées
sur le génome de référence. Les parametres utilisés pour I’alignement sont identiques a ceux
précédemment décrits (Lanciano et al., 2017) autrement dit : alignement local et sensible et
pas d’alignement multiple (-k 1), seul le meilleur hit est gardé pour chacune des paires de
lectures. Pour chaque banque, un fichier d’alignement .ham correspondant aux régions
génomiques enrichies en lectures est visualisé avec le logiciel IGV. Le module coverageBED
du programme BEDTools et un fichier d’annotation des ET du génome sont utilisés pour
déterminer la couverture de séquencage de chaque ET. Les données de couverture sont
ensuite normalisées par le nombre total de lectures exprimé en rpm (lectures par million de
lectures). Seuls les ET qui sont couverts sur 90% de leur longueur totale sont considérés

comme des candidats intéressants.

Création d’une base de données d’ET ou utilisation de base de données publiques. Pour
les organismes pour lesquels nous ne disposons pas de base de données d’ET, deux stratégies
ont été¢ mises en place. La premicre consiste a utiliser une base de données existante pour une
espece proche. Cette base de données est alignée contre le génome de référence de 1’espéce
¢tudiée par BLAST et les hits supérieurs a 100 bp et avec une e-value > le* sont conservés.
Un fichier .gff d’annotation est obtenu et utilisé pour 1’analyse de la couverture de séquencage
des ET. La seconde stratégie consiste a utiliser des bases de données publiques telles que
NCBI ou Repeat Masker pour identifier toutes les régions du génome qui présentent une forte

couverture de séquencage.

Assemblage de novo des données de mobilome Pour les organismes pour lesquels nous ne
disposons pas de génome de référence, les lectures des données de séquengage du mobilome
sont assemblées de novo par le programme AS-miseq (Coil et al. 2015) spécifiquement
développé pour assembler des données Mi-Seq. Pour chacune des banques, un fichier .fasta et
un fichier .ham sont obtenus et le module idxstats provenant du programme SAMtools est
utilisé¢ pour déterminer le nombre de lectures correspondant a chacun des scaffold assemblé.
Les données de couverture sont normalisées par le nombre total de lectures utilisés pour

I’assemblage de novo et sont exprimées en lectures par million. Les scaffolds sont annotés en
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utilisant une analyse par BLAST contre les génomes des organelles et contre une base de
données d’ET. Pour les organismes pour lesquels nous ne disposons pas de base de données,
les scaffolds correspondant a des ET sont identifiés par une recherche des domaines conservés

et sont annotés 1’aide du logiciel repeatmasker.

2. CRISPR-mobilome-seq

Extraction d’ADN. L’ADN génomique a été extrait a partir de feuilles de mais Zea mays
B73 par la méthode du CTAB (Clarke 2009). L’ ADNecc a été isol¢ a partir de 15 pg d’ADN
fraichement extrait a 1’aide de la DNAse PlasmidSafe (Epicentre) en suivant les instructions
du fabricant dans un volume total de 50 pl. La durée de I’incubation a 37°C a été prolongée

de 17 heures. 20 pl de la réaction ont été utilisés pour la digestion avec I’enzyme Cas9.

Transcription des ARN guides. Deux oligonucléotides d’ADN d’environ 120bp ont été
synthétisés (Eurofins Genomics) et utilisés comme matrice pour la transcription in vitro des
ARN guides. Chacun des oligonucléotides synthétisés contient la séquence du promoteur T7
RNA polymerase suivi de la séquence de la cible, ici le plasmide mitochondrial, (environ
20nt) et se termine par une région d’environ 80nt d’une région conservée. Les séquences
cibles ont été sélectionnées a partir de la séquence du plasmide (NC 001400.1) a I’aide du
logiciel Benchling (voir Annexes). La région conservée de I’ARN guide permet I’interaction
avec la protéine Cas9. 1 pM de chaque oligonucléotide synthétisé a été utilisé pour transcrire
in vitro les deux ARN guides a 1’aide du kit Quick T7 High Yield RNA synthesis Kit (New
England BioLabs) en suivant les instructions du fabricant. La qualité des ARN transcrits a été

évaluée sur gel.

Digestion de ’ADN par CRISPR Cas9. La digestion des plasmides mitochondriaux a été
réalisée a partir du kit in vitro « digestion with Cas9 nuclease, S. pyogenes » (New England
Biolabs). Les réactions ont été effectuées avec 6 ou 9 ul de chaque ARN guide et 2 ou 3 pl
d’enzyme Cas9 pour 1,45 ng d’ADN. Les réactions ont été incubées a 37°C pendant 4h. Afin
de neutraliser la réaction, une digestion avec une protéinase K a été réalisée a 65°C pendant
15 minutes. Une seconde réaction de PlasmidSafe a été réalisée dans les mémes conditions
que la premiere. L’ADN a ensuite été précipité par 1’ajout de 0,1 volume d’acétate de sodium
(3M), 2,5 volumes d’éthanol et 1 pul de glycogéne. L’ADN circulaire précipité a ensuite été

amplifié par une amplification aléatoire circulaire en utilisant le kit Illustra TempliPhi (GE

77



Healthcare). Pour cela, I’ADN circulaire précipit¢ a été¢ resuspendu directement dans le
tampon Illustra TempliPhi et la réaction a été réalisée en suivant les instructions du kit a

I’exception du temps d’incubation qui a été allongé a 65h a 28°C.

Validation par PCR. Les réactions de PCR ont été réalisées a partir de 2 ul de chaque
produit de la réaction TempliPhi dilué au 100e dans un volume final de 15 pl en utilisant la
polymerase GoTaq (Promega). Les amorces ont été¢ dessinées a 1’aide du logiciel Primer3
(voir Annexes) et la qualité a ét¢ évaluée a 1’aide du logiciel OligoCalc (voir Annexes) et
alignées sur la séquence du plasmide. Les conditions de PCR utilisées sont les suivantes : une
premiere étape de dénaturation a 95°C pendant 5 minutes suivie de 30 cycles a 95°C pendant
30 secondes, une étape d’hybridation pendant 30 secondes, une étape d’élongation a 72°C
pendant 1 minute et 10 secondes et une étape finale d’extension a 72°C pendant 5 minutes. 8
ul du produit PCR ont été déposés sur un gel d’agarose a 1,5% et la migration a été effectuée
a 135 mV pendant 30 minutes. L’ADN est rendu visible par le GelRed dye (Biotium). Les

images des gels ont été obtenues avec le systéme d’imagerie UGenius gel (Syngene).
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floraux

RT a LTR dans les

bourgeons floraux, 1 RT a
LTR dans les aiguilles de

pin

Steve Jacobsen
(UCLA, USA)

Tableau S1. Ensemble des collaborations pour lesquelles j’ai participé a I’analyse.



Table S1. Coordonnées des séquences uniques.

gene ID chromosome start end gene ID chromosome start end

0Os01t0101150 chr01 57658 60090 0Os07t0105300 chr07 302259 303435
0s01t0969000 chr01 42736008 42737917 0s07t0107900 chr07 428798 431565
0s01t0970700 chr01 42826168 42828686 0Os07t0105900 chr07 333276 334779
0s01t0974701 chr01 43071516 43072507 0Os08t0100200 chr08 18289 24063
0s01t0976300 chr01 43141847 43142667 0s08t0100300 chr08 24352 25840
0s02t0100250 chr02 12563 13520 0s08t0100500 chr08 36145 45629
0s02t0100600 chr02 33032 33966 0Os08t0100700 chr08 54055 58284
0s02t0100700 chr02 34262 40938 0Os08t0101100 chr08 71348 72715
0s02t0462200 chr02 15496218 15498439 0s08t0104100 chr08 222484 225233
0s02t0462300 chr02 15502622 15503795 0s08t0105000 chr08 272854 276978
0s02t0462401 chr02 15505302 15507245 0s09t0104300 chr09 490959 493966
0s02t0462900 chr02 15524149 15527804 0s09t0121075 chr09 1655097 1656212
0s02t0465600 chr02 15659380 15660788 0s09t0122000 chr09 1726956 1728653
0s02t0467200 chr02 15725827 15726670 0s09t0123100 chr09 1780100 1786097
0s02t0467500 chr02 15729134 15732855 0s09t0123200 chr09 1790628 1799469
0Os03t0103700 chr03 262997 264249 0Os10t0102400 chr10 186845 188331
0Os03t0106000 chr03 356871 359717 0Os10t0105850 chr10 432396 433522
0s03t0107800 chr03 471470 472258 Os10t0105900 chr10 435646 436611
0s03t0108600 chr03 505922 509002 0Os10t0116000 chr10 1034806 1037595
0s04t0103351 chr04 227030 228665 0Os10t0117800 chr10 1 3657
0s04t0105050 chr04 327298 328772 0s11t0424400 chr11 13377937 13379488
0s04t0105300 chr04 354021 355335 Os11t0427500 chr11 13632428 13637209
0s04t0105400 chr04 357603 360450 0Os11t0429100 chri1 13744266 13749580
0s04t0105450 chr04 359245 360369 0s11t0433600 chrit 14028186 14029896
0s04t0105700 chr04 370795 372419 0s11t0437600 chr11 14267738 14268964
0s04t0107700 chr04 471138 472885 0Os11t0442900 chri1 14605584 14607289
0Os05t0101300 chr05 95909 96901 0s12t0276100 chr12 10208672 10211101
0s05t0102300 chr05 145073 147497 0s12t0277000 chr12 10254122 10257442
0s05t0102400 chr05 148472 149341 0Os12t0641600 chr12 27521758 27523074
0Os05t0102500 chr05 149964 152034 0s12t0640550 chri2 27461619 27464059
0s05t0102800 chr05 160715 165048 0s12t0639100 chr12 27407374 27410751
0Os05t0104800 chr05 260101 262268 0s12t0639000 chr12 27402825 27403416
0s05t0105000 chr05 267986 274638 0s12t0638900 chr12 27398742 27400640
0s05t0105550 chr05 301690 303708 0s12t0638800 chr12 27394294 27398419
0s05t0597200 chr05 29759285 29761362

0Os06t0102750 chr06 190346 191129

0s06t0103500 chr06 227847 232614

0s06t0104000 chr06 276729 282165

0s06t0104050 chr06 277318 281892

0s06t0104100 chr06 282348 284538

0s07t0100500 chr07 36140 42057

0Os07t0102000 chr07 115444 117742

0s07t0103200 chr07 196515 199802
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