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I. Introduction générale 

Les organismes vivants doivent constamment et rapidement faire face aux fluctuations constantes de 

leur environnement biotique et abiotique pour assurer leur survie. Si le patrimoine génétique dont ils 

héritent est fixe, il leur est néanmoins possible de moduler leur phénotype pour mieux s’adapter aux 

contraintes environnementales. Cette modulation du phénotype peut notamment se faire par 

l’expression différentielle rapide et coordonnée de différents sets de gènes, à savoir des programmes 

génétiques alternatifs. Il leur est ainsi possible de produire à partir d’un génotype unique une 

continuité de phénotypes spécifiquement adaptés à un ensemble de conditions environnementales 

différentes et fluctuantes. Un tel mécanisme adaptatif est communément appelé plasticité 

phénotypique et génère des normes de réaction, définies comme la production par un génotype 

donné d’une gradation continue de phénotypes en réponse à la modulation d’un facteur 

environnemental [Griffiths et al., 2000]. 

Chez l’Homme la plasticité phénotypique peut par exemple permettre d’adapter la musculature d’un 

individu selon le régime d’exercices auquel il est confronté en générant une continuité de phénotypes 

musculaires adaptés à ces différents efforts, et ce à partir d’un génotype fixe [Hoppeler et Flück, 2002]. 

Ainsi, en réponse à des exercices d’endurance et de faible intensité, un individu présentera des 

changements qualitatifs de fibre musculaire caractérisés par une augmentation du volume des 

structures transportant et consommant l’oxygène, tandis qu’un individu réalisant des exercices 

intenses de force brute comportera une musculature caractérisée par une quantité plus importante 

de protéines contractiles [Hoppeler et al., 2011] comme l’actine et la myosine [Barden et al., 1988]. Ces 

phénotypes musculaires différents et adaptés au type d’effort sont ainsi permis par la mise en place 

de programmes génétiques. 

La plasticité phénotypique est également importante chez les végétaux qui sont des organismes 

immobiles pour qui une adaptation aux conditions environnementales est donc particulièrement 

cruciale [Gratani, 2014]. Chez la plante modèle Arabidopsis thaliana, en cas de développement en 

milieu salin, un génotype donné produira une continuité de phénotypes suivant la concentration en 

sel du milieu. Ces phénotypes correspondent notamment à une réduction globale de la taille de la 

plante, une floraison tardive, une diminution du nombre de ramifications, ainsi que des sections entre 

nœ uds et des inflorescences plus courtes [Kooke et al., 2015], l’ensemble de ces phénotypes 

adaptatifs permettant ainsi à la plante de résister à des concentrations salines élevées. 

Les organismes ectothermes, comme par exemple les insectes, adaptent la taille de leur corps à la 

température de leur environnement [Stevenson, 1985]. Cette plasticité phénotypique se traduit par 

une augmentation de la taille du corps d’un individu adulte lorsque celui-ci est exposé à de basses 

températures au cours de son développement, et résulte d’une augmentation de la taille des cellules 

plus que d’une augmentation de leur nombre. Ce mécanisme permet de limiter les pertes de chaleur 

dues à de faibles températures en réduisant proportionnellement la surface de contact du corps des 
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ectothermes avec l’air froid environnant [French et al., 1998]. Chez la Drosophile, la taille du corps et la 

taille des ailes doivent rester proportionnelles afin de maintenir une stabilité lors du vol. Ainsi, les 

Drosophiles élevées à de faibles températures présentent des ailes plus grandes que chez des 

Drosophiles élevées dans des températures médianes [Stanley, 1935], et cette plasticité phénotypique 

est associée à une augmentation de la taille des cellules constituant les ailes [De Moed et al., 1997].  

Concernant ces exemples, et dans la majorité des cas observés dans la nature, la plasticité 

phénotypique est continue. Dans d’autres cas plus rares et spectaculaires appelés polyphénismes 

[Mayr, 1963], la plasticité phénotypique est discrète, avec la production d’un nombre défini de 

phénotypes par un seul et même génotype en réponse à un facteur environnemental donné. Les 

exemples les mieux caractérisés chez les insectes correspondent au polyphénisme de caste chez les 

abeilles (Figure 1), comme par exemple Apis melifera [Evans et Wheeler, 1999], ou chez les fourmis 

telles que Camponotus floridanus [Bonasio, 2014]. Ainsi, les colonies sont composées d’individus 

ayant différents phénotypes discrets associés à des fonctions spécifiques au sein de la ruche ou de la 

fourmilière. Ces castes peuvent par exemple correspondre à des ouvrières, des soldats, des 

exploratrices ainsi qu’à des reines, lesquelles sont les seules capables de se reproduire au sein de la 

ruche ou de la fourmilière, et donc d’assurer la survie de la colonie. Chez ces deux organismes, le 

régime nutritif auquel sont soumises les larves est le facteur environnemental majeur permettant 

d’orienter leur devenir et faç onner leur phénotype à l’âge adulte. Ainsi chez les abeilles, selon que les 

larves soient nourries avec de la gelée de type royale ou commune, qui diffèrent notamment par leur 

composition en Acide (E)-10-hydroxy-2-décénoïque (10HDA) [Viuda-Martos et al., 2008], des 

programmes génétiques alternatifs vont être mis en place et aboutir à l’expression des phénotypes 

reine ou ouvrière, respectivement. Selon deux conditions nutritives distinctes, deux phénotypes 

présentant des caractéristiques morphologiques et fonctionnelles très différentes sont donc produits 

à partir d’un même génotype (Figure 1). 

De faç on plus générale, les polyphénismes chez ces insectes font d’abord intervenir la perception d’un 

signal environnemental par l’organisme suivie de sa transduction jusqu’à des tissus cibles, et 

aboutissant à une reprogrammation de l’expression des gènes au niveau de ces tissus. Chez les 

fourmis et les abeilles, il a été montré que la mise en place de ces reprogrammations 

transcriptionnelles rapides impliquait des régulations épigénétiques. Ces dernières sont définies 

comme une modification de l’expression héréditaire des gènes sans modification de la séquence 

d’ADN, généralement en réponse à l’environnement [Waddington, 1942, 2012]. D’après l’exemple 

précédemment décrit, les mécanismes épigénétiques peuvent par exemple participer au changement 

du phénotype d’un individu, en réponse à des stimuli environnementaux et sans modification de son 

génotype. Elle implique différents mécanismes tels que la méthylation de l’ADN (cytosines 

notamment), les modifications post-traductionnelles des histones, ou encore l’expression de certains 

ARN non-codants. Chez A. melifera, un niveau de méthylation différentiel a par exemple été identifié 

entre des larves nourries avec de la gelée royale et d’autres nourries avec de la gelée commune [Foret 

et al., 2012]. Chez C. floridanus, un niveau différentiel global d’acétylation de la lysine 27 des histones 

H3 (H3K27ac) a par exemple été identifié entre les castes ouvrières majeure et mineure [Simola et al., 

2013b], qui se différencient par leur comportement et les tâches qu’elles accomplissent au sein de la 
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fourmilière. En revanche, la contribution de mécanismes épigénétiques dans la mise en place du 

polyphénisme de reproduction chez les pucerons n’a jusqu’alors pas été étudiée. On peut ainsi 

émettre l’hypothèse que la signalisation neuroendocrine d’une diminution de la photopériode au sein 

d’individus asexués peut être à l’origine d’une modification rapide de l’organisation de la chromatine 

des tissus cibles – ici, les lignées germinales embryonnaires – à l’aide de régulations épigénétiques 

permettant ainsi la mise en place des phénotypes sexués.  

 

 

Figure 1 | Le polyphénisme de caste chez l’abeille. La biologie des abeilles comprend des interactions 

sociales entre individus de différentes castes, produites par la mise en place d’un polyphénisme. 

Pendant le développement larvaire, les larves femelles alimentées par de la gelée royale (haut) se 

développent plus vite en produisant des abeilles reines. Celles-ci ont une durée de vie allongée, 

expriment des phéromones particulières, et sont capables de se reproduire. Les larves femelles 

nourries de gelée ouvrière ont quant à elle un développement plus lent et produisent des abeilles 

ouvrières, notamment caractérisées par la présence de paniers à pollen (corbicula). D’après [Cridge et 

al., 2015]. 

 

De faç on concomitante, le polyphénisme de reproduction des pucerons a pour conséquence la 

production de trois morphes sexuels au cours du cycle de vie annuel des pucerons : des femelles 

asexuées vivipares, des femelles sexuées ovipares et des mâles. Ces trois morphes sont 

génétiquement identiques à l’exception de leurs chromosomes sexuels, puisque les deux types de 

femelles comportent deux chromosomes X, tandis que les mâles n’en comportent qu’un [Blackman, 

1987]. Les pucerons correspondent ainsi à une espèce hétérogamétique mâle, comportant un 

système chromosomique du type XX / X0. Un système déséquilibré comme celui-ci pose la question 
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inhérente à toute espèce hétérogamétique : qu’en est-il de la régulation du niveau global de 

l’expression des gènes portés par le(s) chromosome(s) X vis-à-vis des gènes portés par les autosomes 

chez les mâles et les femelles, puisque ces derniers n’ont pas le même nombre d’allèles pour chaque 

gène sur le chromosome X ? Chez plusieurs organismes hétérogamétiques, des mécanismes dits de 

compensation de dose ont été identifiés, impliquant généralement des modifications épigénétiques 

permettant d’équilibrer la transcription des gènes portés par le chromosome X entre mâles et 

femelles. On sait que chez le puceron du pois, les gènes du seul chromosome X des mâles sont en 

moyenne plus exprimés que ceux portés par les deux X des femelles pour des gènes autosomaux 

globalement exprimés de manière équivalente [Jaquiéry et al., 2013]. On peut donc ici émettre 

l’hypothèse qu’il existerait un mécanisme global de régulation de l’expression des gènes portés par le 

chromosome X, putativement de compensation de dose, impliquant des régulations épigénétiques 

chez les pucerons. 

Les travaux réalisés au cours de ma thèse visent donc à étudier la résultante des mécanismes 

épigénétiques sur l’accessibilité de la chromatine et la transcription des gènes au niveau du génome 

d’Acyrthosiphon pisum (puceron du pois) - espèce aphidienne modèle utilisée pour cette étude - dans 

le cadre : i) de la potentielle compensation de dose pouvant avoir lieu au niveau des gènes portés par 

le chromosome X des mâles et des femelles, et ii) de la modification des programmes génétiques à 

l’origine de la trajectoire de développement sexué ou asexué des embryons dans le cadre du 

polyphénisme de reproduction.  

Nous avons dans un premier temps étudié les profils d’expression du chromosome X entre mâles et 

femelles (par RNA-seq) puis le niveau global d’accessibilité de la chromatine de ce chromosome entre 

mâles et femelles, via notamment l’utilisation de la technique du FAIRE-seq (Formaldehyde Assisted 

Isolation of Regulatory Elements suivi d’un séquenç age haut-débit) afin de tester l’hypothèse de 

l’existence d’un mécanisme global de compensation de dose. Dans un second temps, nous avons 

comparé par RNA-seq les transcriptomes d’embryons à devenir sexué ou asexué puis étudié le niveau 

global d’ouverture de leur chromatine par FAIRE-seq afin d’identifier et caractériser des régions du 

génome différentiellement accessibles et potentiellement impliquées dans la mise en place des 

phénotypes alternatifs. 

Afin de répondre à ces questions nous introduirons tout d’abord les éléments de bibliographie en 

relation avec ces différentes questions, puis nous présenterons une vision synthétique des techniques 

moléculaires et bioinformatiques communes à l’ensemble de ces questions. Par la suite, nous 

présenterons et discuterons les principaux méthodes et résultats développés durant cette thèse pour 

conclure sur leurs implications dans le domaine de l’étude des mécanismes épigénétiques chez les 

pucerons dans le cadre de son cycle de vie et de son mode reproduction. 
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II. Synthèses bibliographiques 

A. Biologie des pucerons 

1. Les pucerons : des ravageurs majeurs des cultures agronomiques 

Les pucerons sont des insectes hémiptères de la famille des Aphididae comptant plus de 4700 

espèces identifiées à ce jour. Ce sont des insectes piqueurs-suceurs de plante se nourrissant 

exclusivement de la sève élaborée issue du phloème. Ces insectes sont à l’origine de dégâts 

importants sur des plantes de grandes cultures (céréales, fabacées…), sur certaines plantes horticoles 

et sur des arbres forestiers ou fruitiers. Ces insectes provoquent deux grands types de dégâts sur les 

plantes au dépend desquelles ils se nourrissent (Figure 2). 

a. Dégâts directs 

Le stylet des pucerons est l’organe qui permet leur nutrition : cette structure pénètre les tissus 

végétaux jusqu’au phloème et permet de prélever la sève élaborée, provoquant ainsi des dommages 

directs sur la plante (blessure, détournement de ressources nutritives). Avant de passer en phase de 

nutrition à proprement parler pouvant durer de quelques heures à plusieurs jours, le puceron 

effectue de nombreuses piqûres d’essai afin d’évaluer l’acceptabilité de l’hôte végétal. Si l’hôte 

convient, le stylet du puceron va atteindre le phloème en s’infiltrant entre la paroi des cellules 

végétales de l’épiderme, afin d’initier la phase de nutrition permettant une absorption de nombreux 

photosynthétats. Ces derniers étant essentiels au développement de la plante, les pucerons peuvent 

ainsi entrainer une croissance ralentie, une mauvaise fructification, ou la production de grains ou de 

fruits de taille plus faible et aux valeurs nutritionnelles et commerciales amoindries. En outre, au cours 

de la piqûre, les pucerons sécrètent une salive liquide et une salive visqueuse, accompagnées de 

composés chimiques et de peptides agissant sur la plante en perturbant ses réactions de défense, 

empêchant notamment la réaction normale des tubes criblés du phloème en cas de blessure, à savoir 

une occlusion dépendante du calcium [Tjallingii et Esch, 1993 ; Miles, 1999 ; Will et al., 2007]. 

Enfin, le mode de nutrition des pucerons entraîne l’excrétion d’un miellat composé principalement de 

fructose et glucose extraits du phloème et non assimilés par le puceron [Lamb, 1959]. Ce miellat peut 

d’une part entrainer le desséchement d’organes qui en sont recouverts, et il peut d’autre part 

promouvoir le développement de champignons causant des fumagines, réduisant ainsi l’activité 

photosynthétique des feuilles atteintes [Dedryver, 2007]. 
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Figure 2 | Exemple de dégâts causés par les pucerons sur les cultures. A) Une femelle asexuée adulte 

de l’espèce Acyrthosiphon pisum, le puceron du pois. B) Colonie de pucerons du pois sur un rosier. C) 

Symptômes du virus de la mozaïque du pois (PEMV) transmis par le puceron du pois. 

 

b. Dégâts indirects 

Les pucerons provoquent également des dégâts indirects à leurs plantes hôtes par la transmission de 

phytovirus lors de leur phase de nutrition, en se déplaç ant et se nourrissant d’une plante à l’autre. Les 

symptômes causés par ces infections sont dépendants du virus transmis et sont très divers, pouvant 

aller d’une simple décoloration des feuilles (chlorose) à la mort de la plante. Par exemple, le virus de la 

jaunisse nanisante de l’orge (BYDV) est transmis par plus de 25 espèces de pucerons [Du et al., 2007] 

et est responsable de pertes de récoltes allant de 10 à 85% par parcelle [Brault et al., 2007]. Les 

phytovirus circulant au sein du phloème de la plante peuvent être transmis par les pucerons de 

manière circulante ou non-circulante.  

Les virus non-circulant s’attachent au niveau d’une structure protéique particulière du stylet du 

puceron : l’acrostyle [Uzest et al., 2010]. Au cours des piqûres d’essai ou de nutrition, les virus non-

circulant s’y attachent dès la pénétration du stylet dans les tissus de la plante hôte, pour être ensuite 

relâchés lors des piqûres d’épreuve suivantes, et potentiellement sur une nouvelle plante. Il existe 

ainsi deux stratégies d’accrochage des virus sur le stylet des pucerons [Brault et al., 2010]. Dans le 
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cadre de la stratégie dite «  capside », notamment utilisée par les Cucumovirus, l’accrochage du virus 

au stylet s’effectue par l’interaction directe entre les protéines constituant la capside du virus et des 

récepteurs aphidiens situés sur la cuticule du stylet. Dans le cadre de la stratégie dite «  helper », 

l’accrochage du virus s’effectue par l’intermédiaire d’un facteur viral assistant l’interaction entre la 

capside et un récepteur situé sur le stylet du puceron. Cette seconde stratégie est par exemple utilisée 

par les Caulimovirus et les Potyvirus [Ng et Falk, 2006].  

Certains virus sont transmis selon un mode circulant [Ng et Perry, 2004], auquel cas ils transitent à 

l’intérieur du puceron (intestin, hémolymphe) avant d’atteindre les glandes salivaires où les virions 

s’accumulent au niveau d’espaces intercellulaires connectés à la lumière des conduits salivaires afin 

d’infecter une nouvelle plante via la salive émise par le puceron lors de piqûres de nutrition ou d’essai 

[Ammar et Nault, 1985 ; Brault et al., 2010]. Les virus transmis selon ce mode circulant peuvent être 

propagatifs ou non-propagatifs selon qu’ils se multiplient ou non à l’intérieur du puceron [Brault et al., 

2010]. Les Rahbdovirus sont des virus circulant propagatifs qui libèrent leur génome viral au niveau du 

cytoplasme des cellules de l’intestin pour s’y répliquer de manière lente, sans causer de dommages au 

puceron. Après leur multiplication au niveau des cellules de l’intestin, les particules virales s’échappent 

en traversant le plasmalemme basal. Une fois libérés dans l’hémolymphe, les virions ont accès à 

différents organes, dont notamment les organes reproducteurs qui leur permettent une transmission 

verticale depuis la femelle infectée vers ses descendants [Sylvester, 1969 ; Nault, 1997]. Ce processus 

se déroule lentement compte tenu du nombre de barrières physiologiques à traverser (gaine 

ovarienne et épithélium folliculaire). Parmi les autres organes accessibles aux virions depuis 

l’hémolymphe, on compte le cerveau, les ganglions nerveux, l’épiderme, les tissus conducteurs et de 

réserve, la rétine, les muscles ainsi que la trachée [Ammar et Nault, 1985]. Les virus non-propagatifs 

adoptent le même trajet de circulation au sein des pucerons, sans toutefois s’y multiplier [Brault et al., 

2010]. 

 

2. Cycle de vie et alternance du mode de reproduction 

Il existe principalement deux types de cycles de vie chez les pucerons : certains comportent une 

parthénogénèse cyclique (CP pour «  Cyclic Parthenogenesis) tandis que d’autres comportent une 

parthénogénèse obligatoire (OP pour «  Obligatory Parthenogenesis). 

La plupart des espèces et populations de pucerons sont CP, et alternent au cours de l’année un mode 

de reproduction parthénogénétique clonal avec une reproduction sexuée, et sont ainsi dites 

holocycliques (Figure 3). Au printemps et en été, les populations sont constituées de femelles à 

reproduction parthénogénétique apomictique thélytoque vivipare. Ce mode de reproduction 

correspond ainsi à une reproduction asexuée, sans fécondation et sans méiose sensu stricto 

(apomixie), ne produisant que des femelles (thélytoquie) se développant dans l’abdomen de leur mère 

sous forme d’embryons (viviparité). La rapidité de production des descendants (jusqu’à 100 individus 

produits par adulte) confère aux pucerons une forte capacité de colonisation de leur environnement. 

A la fin de l’été ces femelles vont percevoir la diminution de la photopériode - ainsi qu’une diminution 
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de la température - en mesurant la durée de la nuit (scotophase) et en percevant une accumulation 

d’un nombre minimum de scotophases longues consécutives. En réponse à ces stimuli, les femelles 

parthénogénétiques vont produire dans leur descendance des femelles sexuées ovipares et des 

mâles. Après accouplement, les femelles sexuées vont pondre des œ ufs fertilisés correspondant à une 

forme d’adaptation aux hivers rigoureux, puisque ces œ ufs sont capables de résister à de faibles 

températures, normalement létales pour les adultes et les larves. Un œ uf ainsi pondu va rester en 

diapause pendant environ 90 jours durant lesquels l’embryon contenu dans cet œ uf se développe de 

manière ralentie [Shingleton et al., 2003]. A la fin de cette période de diapause, c’est-à-dire à l’arrivée 

du printemps, les œ ufs vont éclore en donnant naissance à des femelles dites «  fondatrices » qui sont 

des femelles parthénogénétiques vivipares produisant uniquement des femelles asexuées. En 

conditions contrôlées, ces «  fondatrices » sont incapables de répondre à une photopériode courte et 

ainsi de produire des descendants sexués pendant plusieurs générations. C’est «  l’effet fondatrice » 

[Lees, 1960], qui limite probablement la production de morphes sexuées au début du printemps 

lorsque la photopériode est encore courte et potentiellement inductrice. 

 

Figure 3 | Cycle de vie annuel et polyphénisme de reproduction d’Acyrthosiphon pisum. Le cycle de 

vie des pucerons est basé sur un polyphénisme de reproduction caractérisé par une reproduction 

asexuée clonale vivipare thélythoque au printemps et en été, et par une reproduction sexuée ovipare 

en hiver. L’alternance du mode de reproduction est fonction d’une réponse à la diminution annuelle 

de la photopériode. Au cours de la phase de reproduction asexuée, des morphes ailés peuvent être 

produits en réponse à une surpopulation de la colonie ou en réponse à une diminution de la qualité 

nutritive de la plante. Adapté d’après [Jaquiéry et al., 2013]. 
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De nombreuses espèces de pucerons comportent des populations (ou génotypes) présentant un cycle 

parthénogénétique obligatoire (OP, Figure 4). Ces clones sont caractérisés par une réponse altérée à la 

diminution de la photopériode, car ne produisant dans leur descendance que des femelles asexuées 

vivipares, voire quelques mâles [Simon et al., 2002, 2010]. De par l’absence de production d’œ ufs, ces 

lignées OP sont sensibles au froid : elles sont donc contre-sélectionnées dans les climats présentant 

des hivers rigoureux. C’est pourquoi l’on retrouve principalement ces lignées dans des régions 

géographiques présentant des hivers doux ou une absence d’hiver, où les populations OP présentent 

un avantage démographique certain vis-à-vis des lignées CP [Rispe et Pierre, 1998 ; Dedryver et al., 

2001]. Réciproquement, les lignées CP sont majoritaires au niveau des régions géographiques froides, 

tandis que les deux types de lignées coexistent dans des régions tempérées présentant des hivers aux 

températures fluctuantes d’une année sur l’autre [Dedryver et al., 2001 ; Simon et al., 2002]. Alors que 

le passage de la reproduction clonale à la reproduction sexuée chez les lignées CP est déclenché par 

des changements de la photopériode, la perte de reproduction sexuée est supposée génétique chez 

les lignées OP, puisque les changements de conditions environnementales n’ont aucun effet sur leur 

phénotype reproducteur [Simon et al., 2010 ; Dedryver et al., 2013 ; Jaquiéry et al., 2014]. 

 

 

 

Figure 4 | Cycle de vie simplifié du puceron du pois. Gauche : populations CP alternant leur mode de 

reproduction entre les saisons. Droite : populations OP n’alternant pas leur mode de reproduction, 

restant ainsi asexuée toute l'année. Des mâles sont cependant produits en automne. 
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3. Traits d’histoire de vie et plasticité phénotypique 

a. Bactéries endosymbiotiques 

Les pucerons comportent de nombreux traits d’histoire de vie qui expliquent leurs remarquables 

capacités d’adaptation aux contraintes de leur environnement proche. Ils comportent ainsi des 

bactéries endosymbiotiques de différentes espèces et genres, leur permettant par exemple une 

meilleure adaptation aux plantes hôtes au dépend desquelles ils se nourrissent. Buchnera aphidicola 

est la seule bactérie endosymbiotique obligatoire chez de nombreuses espèces de pucerons. Cette 

symbiose obligatoire est caractérisée par la localisation intracellulaire de Buchnera aphidicola au 

niveau du cytoplasme des bactériocytes (adipocytes spécialisés contenant des bactéries 

endosymbiotiques) et par la transmission verticale de cette bactérie de la mère à ses descendants 

[Douglas, 1998]. Cette symbiose permet à la fois aux pucerons et aux bactéries de se nourrir 

efficacement. La sève élaborée dont les pucerons se nourrissent est dépourvue de certains acides 

aminés essentiels, comme le tryptophane ; ces acides aminés sont synthétisés par Buchnera [Lai et al., 

1994] qui assure également le recyclage de l’azote, et qui en échange reç oit des composés carbonés et 

azotés de la part du métabolisme du puceron hôte. Les pucerons comportent également un certain 

nombre de bactéries endosymbiotiques secondaires, leur conférant une grande variété de traits 

phénotypiques. Actuellement, 8 espèces de bactéries secondaires ont été identifiées chez le puceron 

du pois Acyrthosiphon pisum : cinq Gammaproteobactéries qui sont Hamiltonella defensa, Regiella 

insecticola, Serratia symbiotica [Moran et al., 2005], Rickettsiella viridis [Tsuchida et al., 2010, 2014] et 

PAXS (Pea Aphid X-type Symbiont) [Guay et al., 2009] ; deux Alphaproteobactéries du genre Rickettsia 

[Chen et al., 1996] et Wolbachia [Russell et al., 2013] ; et Spiroplasma [Fukatsu et al., 2001] 

appartenant aux Mollicutes. Ces bactéries sont localisées dans différentes parties du puceron du pois 

telles que l’hémolymphe ou les bactériocytes [Moran et al., 2005]. Ces bactéries symbiotiques 

facultatives sont impliquées dans divers processus biologiques tels qu’une valeur adaptative (fitness) 

accrue sur des plantes hôtes spécifiques [Tsuchida et al., 2004], des modifications de la couleur du 

corps [Tsuchida et al., 2010], une tolérance accrue à la chaleur [Montllor et al., 2002], ou encore une 

protection contre des ennemis naturels [Oliver et al., 2003 ; Scarborough et al., 2005]. Bien que 

transmises de manière verticale comme Buchnera aphidicola, ces bactéries symbiotiques facultatives 

peuvent aussi être transmises horizontalement entre pucerons de la même espèce ou d’espèces 

différentes [Henry et al., 2013 ; Gauthier et al., 2015]. Notons que seul un nombre réduit d’espèces de 

bactéries endosymbiotiques cohabitent au sein d’un même puceron, et que différentes association de 

ces bactéries avec Buchnera aphidicola peuvent se trouver au sein d’une même colonie. 
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b. Plasticité phénotypique et polyphénisme chez les pucerons 

D’une manière générale, un organisme ayant un génotype donné est capable de produire un 

continuum de phénotypes en réponse à une condition environnementale particulière (plasticité 

phénotypique continue). Mais chez certains organismes, un même génotype est capable de produire 

des phénotypes discrets extrêmement différents en réponse aux fluctuations de facteurs 

environnementaux. Ce phénomène correspond au polyphénisme (détaillé en E. de cette synthèse 

bibliographique) présent chez de nombreux insectes dont les pucerons. Chez ces derniers, il existe 

trois types de polyphénisme : le polyphénisme de dispersion, de caste et de reproduction. Cette 

plasticité phénotypique discrète explique en grande partie la rémanence de ces ravageurs au sein des 

agroécosystèmes ainsi que l’importance des dégâts causés sur les cultures. 

Polyphénisme de dispersion 

Les pucerons sont capables de répondre à une diminution de la qualité nutritive de la plante et/ou à 

une surpopulation causée par leurs congénères sur une même plante. Les femelles perç oivent ces 

signaux et y répondent en produisant dans leur descendance des femelles ailées, capables de 

coloniser de nouvelles plantes en assurant ainsi le maintien de la population sur une autre plante 

présentant une meilleure qualité nutritive [Dixon et Howard, 1986 ; Zera et Denno, 1997]. Ce type de 

polyphénisme a lieu au cours de la phase de reproduction asexuée des pucerons et leur confère une 

importante capacité de colonisation. Une récente étude a mis en évidence que des gènes impliqués 

dans la voie hormonale de l’ecdysone sont sous-exprimés chez les femelles productrices d’individus 

ailés [Vellichirammal et al., 2017]. Ces gènes présentent des homologues chez la Drosophile dont 

ultraspiracle et ecdysone receptor (EcR), deux gènes codant pour des protéines impliquées dans la 

formation hétérodimérique du récepteur à l’ecdysone, ainsi que des gènes dont l’expression est 

induite par l’ecdysone, dont broad et ftz-fl. De plus, des individus ayant subi des injections d’ecdysone 

produisent moins d’individus ailés, tandis que les individus traités avec un antagoniste d’un récepteur 

à l’ecdysone – ou traités par RNAi ciblant le gène codant pour ce récepteur à l’ecdysone – produisent 

davantage d’individus ailés dans leur descendance vis-à-vis des individus contrôle. Ceci démontre un 

lien de causalité entre le polyphénisme de dispersion des pucerons et la voie hormonale de 

l’ecdysone. 

Polyphénisme de caste 

Chez les insectes sociaux, certains individus sont spécialisés dans la reproduction, tandis que d’autres 

ne produisent que peu de - voire aucun - descendants. Ces morphes peu fertiles, voire infertiles, sont 

caractérisés par un comportement et des traits physiologiques distincts des individus reproducteurs, 

en étant généralement spécialisés dans des fonctions altruistes. Ces phénotypes altruistes infertiles 

sont produits en réponse à des facteurs environnementaux précis et correspondent à des 

polyphénismes de castes, notamment présents chez certains pucerons [Aoki, 1977]. Certaines espèces 

de pucerons produisent en effet des individus sacrifiant leur capacité de reproduction afin d’améliorer 

la survie de leurs congénères. Ces individus sont considérés comme des «  soldats » puisque leur rôle 

social primaire correspond à la défense de la colonie (Figure 5), même si certains de ces individus 

peuvent en plus comporter des rôles domestiques [Aoki, 1980 ; Benton et Foster, 1992]. Actuellement, 
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60 espèces de pucerons productrices de soldats ont été identifiées parmi deux sous-familles de 

pucerons (Pemphiginae et Hormaphidinae) [Aoki, 1987 ; Itô, 1989 ; Stern et Foster, 1996 ; Fukatsu et 

al., 2005 ; Pike et Foster, 2008]. Chez Tuberaphis styraci, la production de soldats dans la descendance 

des femelles est corrélée positivement avec la densité en individus et la taille de la colonie. De plus, la 

perception de ces signaux environnementaux semble être à la fois pré et post-natale, indiquant donc 

une forme de transmission de ces signaux de la mère à sa descendance [Shibao et al., 2010]. 

 

 

Figure 5 | Photographies de la caste reproductrice (A) et soldat (B) de l’espèce Pseudoregma 

bambusicola, le puceron du bambou de la famille des Hormaphidinae. Les soldats sont présents en 

grand nombre au sein des colonies et assurent la défense de celles-ci grâce à la longueur et la largeur 

importantes de leur première paire de pattes (flèche blanche), leur permettant de repousser certains 

predateurs. 

 

Polyphénisme de reproduction 

Comme décrit plus en amont, les pucerons comportent un polyphénisme de reproduction au cours de 

leur cycle de vie caractérisé par un basculement d’une reproduction asexuée vers une reproduction 

sexuée en réponse à la diminution de la photopériode à la fin de l’été. En réponse à ce stimulus, les 

femelles asexuées parthénogénétiques vivipares perç oivent la diminution de la photopériode, 

intègrent ce signal, puis le transduisent via le système neuroendocrine aux organes cibles, les 

embryons. Ces derniers y répondent par une modification de leur trajectoire développementale, et 

notamment un changement du devenir de leur lignée germinale, passant d’ovocytes diploïdes qui se 

développent en embryons dans le cadre de la reproduction asexuée à une lignée germinale haploïde 

(gamètes) produisant soit des ovocytes pour les futures femelles ovipares, soit des spermatozoïdes 

pour les mâles dans le cadre de la reproduction sexuée. Le génome des embryons est donc plastique, 

car capable de mettre en place différents programmes génétiques en réponse au signal 

neuroendocrine afin de produire ces trois morphes discrets. 
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Chacun de ces morphes est adapté à l’environnement au sein duquel ils sont produits, avec des 

femelles parthénogénétiques adaptées à une reproduction et une colonisation rapide des 

agroécosystèmes dans le cadre de conditions favorables (printemps et été), et des mâles et femelles 

sexuées adaptés à un mode de survie de la colonie dans le cadre de conditions hivernales 

défavorables. Une résultante de ce polyphénisme de reproduction est que ces trois morphes 

présentent des appareils reproducteurs distincts. 

 

c. L’appareil reproducteur des femelles asexuées et sexuées 

Les pucerons femelles présentent deux ovaires constitués de plusieurs ovarioles, chacun étant 

constitué d’un germarium et d’ovocytes haploïdes se différenciant en œ ufs non-fertilisés chez les 

femelles ovipares ou d’ovocytes diploïdes se différenciant en embryons chez les femelles 

parthénogénétiques (Figure 6). Les ovarioles des pucerons sont polytrophiques, ainsi les ovocytes sont 

accompagnés de cellules nourricières. Chez ces deux morphes, les cellules germinales à la base de 

chaque ovariole forment un kyste sphérique, appelé germarium, constitué de 32 cellules ovogoniales 

interconnectées. Ces 32 cellules ovogoniales se différencient soit en ovocyte, soit en cellule 

nourricière, avec un rapport de un pour un [Blackman, 1978].  

En plus du type d’ovocytes produits par ces deux morphes, une autre différence se situe au niveau des 

cellules nourricières, puisque chez les femelles sexuées, le noyau de ces cellules augmente 

considérablement de taille par endomitose permettant ensuite la production d’œ ufs non fertilisés, ce 

qui n’est pas le cas chez les femelles asexuées. En plus de cette différence majeure, l’appareil 

reproducteur des femelles sexuées comporte une spermathèque permettant de stocker la semence 

des mâles pour la fécondation des ovocytes haploïdes, et ainsi de former des œ ufs fécondés prêts à 

l’oviposition.  

Dans le cas de l’ovogénèse des femelles sexuées, les futurs ovocytes entrent en méiose I au sein du 

germarium, et sont donc haploïdes en fin de méiose. Les ovocytes ainsi formés restent bloqués en 

métaphase I avant d’entrer en phase de croissance, permettant l’accumulation de vitellus dans leur 

cytoplasme grâce aux cellules nourricières. Les chromosomes restent condensés jusqu’à la 

fécondation des œ ufs par les spermatozoïdes localisés dans la spermathèque lors du passage de 

l’ovocyte haploïde dans l’oviducte. Ces œ ufs fécondés sont ensuite déposés sur la plante hôte 

(oviposition). Dans les jours suivant la ponte, l’oeuf se mélanise par la formation d’une cuticule 

sérosale sombre. La bande germinale de l’embryon s’invagine dans le vitellus deux à trois jours après 

la ponte, puis l’inversion des axes ainsi que la segmentation complète de l’embryon sont terminés 15 

jours après l’oviposition [Miura et al., 2003]. L’œ uf rentre ensuite en diapause pendant 90 jours durant 

lesquels l’embryon se développe de manière ralentie [Shingleton et al., 2003]. 
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Figure 6 | Appareil reproducteur des pucerons femelles. A) Appareil reproducteur de femelles 

asexuées. Après expulsion depuis les germaria, les ovocytes diploïdes se différencient en embryons. 

B) Appareil reproducteur de femelles sexuées. Après expulsion depuis les germaria, les ovocytes 

haploïdes se différencient en œ ufs non fertilisés par accumulation de vitellus. 
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Concernant l’embryogénèse chez les femelles asexuées, les futurs ovocytes situés dans le germarium 

sont bloqués en prophase et sont ensuite expulsés du germarium dans une chambre folliculaire. Ils y 

subissent une méiose II modifiée ne présentant pas de phase de réduction chromosomomique 

caractéristique de la méiose I, permettant la formation d’ovocytes diploïdes. Les chromosomes de ces 

ovocytes sont ensuite rapidement condensés. Une seule division de maturation a alors lieu, ayant 

pour effet la libération d’un globule polaire. L’ovocyte diploïde subit ensuite plusieurs divisions 

mitotiques initiant le développement embryonnaire. Au sein de l’ovariole, dès qu’un ovocyte est 

expulsé en dehors du germarium, un autre ovocyte prend sa place, formant ainsi une chaine 

d’embryons en cours de développement dont les embryons les plus développés progressent au fur et 

à mesure vers l’orifice génital situé au niveau de la partie postérieure du puceron. Une fois un 

embryon parvenu au dernier stade embryonnaire, il est expulsé sur la plante hôte, et est alors 

considéré comme une larve de premier stade (L1). Environ six embryons sont produits par chacun des 

16 ovarioles, permettant ainsi la production d’environ 100 embryons par une femelle asexuée adulte. 

Le développement des embryons a été finement caractérisé en 20 stades embryonnaires [Miura et al., 

2003]. Dès les premiers stades embryonnaires, des cellules germinales se développent au sein des 

embryons. Ainsi, au sein d’une mère de génération 1, se trouve des embryons de génération 2, et eux-

mêmes comportent des cellules germinales ainsi que des ovocytes en cours de différenciation, 

consituant la génération 3 et montrant bien le phénomène de téléscopage des générations 

caractéristique chez les pucerons parthénogénétiques [Miura et al., 2003]. Ceci a été démontré par 

l’utilisation d’anticorps ciblant deux protéines codées par des gènes marqueurs des cellules 

germinales de la Drosophile et conservés chez le puceron, à savoir vasa et nanos. Ces anticorps 

marquent en effet des cellules germinales primordiales se trouvant au sein d’embryons, et ce à partir 

du 5

ème

 stade de développement [Chang et al., 2004]. Durant les stades tardifs de développement, à 

partir du stade 16, les diverses parties du corps comme les muscles, les yeux et les appendices sont 

déjà observables. En fonction de la photopériode, les ovocytes formés au sein d’embryons peuvent 

soit correspondre à de futures femelles parthénogénétiques, à de futures femelles sexuées ou à de 

futurs mâles (Figure 7). Les ovocytes diploïdes à l’origine d’individus mâles sont obtenus par 

élimination d’un chromosome X via un mécanisme encore mal caractérisé. Les cellules somatiques des 

mâles comportent ainsi trois paires d’autosomes et un seul chromosome X, tandis que les femelles 

(sexuées ou asexuées) comportent trois paires d’autosomes et deux chromosomes X par cellule 

somatique. Il existe donc un déséquilibre du nombre d’allèles associés au chromosome X entre mâles 

et femelles, vis-à-vis des autosomes. Des disfonctionnements cellulaires peuvent survenir suite à un 

tel déséquilibre qu’il convient de contrebalancer via des mécanismes dits de compensation de dose. 

Avant de rentrer plus dans le détail de ces mécanismes, nous présenterons les spécificités du 

chromosome X des pucerons. 
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Figure 7 | Cellules germinales et ovocytes des différents morphes d’A. pisum en relation avec le 

polyphénisme de reproduction et le chromosome X. Les batonnets noirs correspondent aux trois 

autosomes tandis que les bâtonnets verts correspondent au chromosome X. En photopériode longue, 

les femelles asexuées produisent dans leurs ovaires des ovocytes diploïdes (futurs embryons). En 

photopériode courte, les femelles asexuées produisent dans leurs ovaires des ovocytes diploïdes 

(embryons) de femelles sexuées et de mâles. Les femelles sexuées, même à l’état d’embryons, 

comportent des lignées germinales produisant des gamètes haploïdes (œ ufs). Les pucerons mâles 

sont obtenus par élimination d’un chromosome X lors de la formation de leur ovocyte diploïde. Les 

mâles comportent des germaria produisant des gamètes haploïdes (spermatozoïdes). 
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4. Le chromosome X chez les pucerons : cytologie et compensation 

Au cours du siècle dernier, de nombreuses espèces de pucerons ont été karyotypées, montrant une 

grande variabilité du nombre et de la morphologie de leurs chromosomes de manière intra et 

interspécifique [Kuznetsova et Shaposhnikov, 1973 ; Blackman, 1980]. Les pucerons possèdent des 

chromosomes holocentriques qui ne présentent donc pas de véritables centromères, comportant 

ainsi une activité transcriptomique le long de l’ensemble de leurs chromosomes [Blackman, 1987]. 

Alors que chez les organismes à chromosomes monocentriques la position du centromère est une 

caractéristique d'identification importante, l'absence de centromère des chromosomes 

holocentriques chez les pucerons les rendent difficilement identifiables s’ils présentent des tailles 

similaires. Par conséquent, la cytogénétique chez les pucerons s’est longtemps limitée au comptage et 

au tri des chromosomes selon leur taille, à l'identification des chromosomes X grâce à la différence du 

nombre de ce chromosome entre mâles et femelles, et à la localisation de la région organisatrice du 

nucléole (NOR) par marquage à l'argent. Le NOR correspond à un cluster de gènes codant pour les 

ARN ribosomiques 18S, 5,8S et 28S, et ces régions ont été étudiées chez les pucerons en tant que 

marqueurs chromosomiques [Novotná et al., 2011]. Les pucerons sont en effet des espèces 

hétérogamétiques mâles de type XX/X0, comme par exemple le nématode Caenorhabditis elegans. 

Les pucerons mâles ne possèdent donc qu’un unique chromosome X et sont produits par des femelles 

parthénogénétiques XX (Figure 7). Au cours de ce processus de production d’individus mâles, l'un des 

chromosomes X est éliminé afin de générer des ovocytes diploïdes comportant deux sets d’autosomes 

et un seul chromosome X (Figure 7).  

Alors que les autosomes se séparent de manière indépendante, les deux chromosomes X sont ici 

reliés entre eux par une extrémité, contrairement à une mitose ordinaire. Un des deux chromosomes 

X se sépare de son complément et sa chromatide sœ ur ségrége dans les cellules filles [Orlando, 1974 ; 

Blackman et Hales, 1986]. Il a été démontré que les chromosomes X de prométaphase sont reliés par 

un étroit pont ADN-protéine qui est fortement marqué au nitrate d'argent et qui correspondrait au 

NOR [Mandrioli et al., 1999]. Par conséquent, le NOR est supposé jouer un rôle dans la ségrégation 

des chromosomes X dans les ovocytes destinés à donner des individus mâles. Il est également 

important de noter que chez les pucerons, le chromosome X tend à représenter une proportion 

importante du génome comme c’est le cas chez Diuraphis noxia (35%) [Novotná et al., 2011] et 

Acyrthosiphon pisum (31%) [Richard et al., 2017 ; Jaquiery et al., 2017]. 

Tout comme chez de nombreux organismes hétérogamétiques mâles, il existe un déséquilibre dans le 

nombre d’allèles associés au chromosome X entre mâles et femelles, induisant de ce fait un 

différentiel du niveau d’expression des gènes liés au X. Au cours de l’évolution, certaines espèces 

hétérogamétiques ont acquis des mécanismes de compensation de dose (détaillés en II.C.) permettant 

d’assurer un niveau égal de transcription des chromosomes X de chaque sexe comparativement aux 

autosomes. Ils impliquent généralement des mécanismes épigénétiques, augmentant ou diminuant 

l’accessibilité de la chromatine ainsi que l’expression des gènes du chromosome X chez les mâles ou 

les femelles. Ces mécanismes ont notamment été étudiés chez certains organismes modèles, dont la 

Drosophile chez qui un complexe protéique (le DCC, ou complexe de compensation de dose) 
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orchestre la compensation de dose chez les mâles [Conrad et Akhtar, 2012]. Afin d’étudier la présence 

potentielle de tels mécanismes chez les pucerons, des études visant à caractériser les profils 

d’expression du chromosome X entre mâle et femelles (sexuée et asexuée) ont été effectuées 

[Jaquiéry et al., 2013 ; Pal et Vicoso, 2015 ; Richard et al., 2017] (voir V.). Il a été identifié que le seul 

chromosome X des mâles est en moyenne plus exprimé que les deux chromosome X des femelles 

sexuées et asexuées, témoignant d’un potentiel mécanisme de compensation de dose sous-jacent, ou 

tout du moins d’un mécanisme global de régulation de la transcription du X chez un des deux sexes 

[Jaquiéry et al., 2013].  

Ces problèmes de déséquilibre du nombre d’allèles associés au chromosome X entre mâles et 

femelles découle du mécanisme permettant la production des mâles par élimination d’un des deux 

chromosomes X. Ceci s’effectue au cours du basculement du devenir des embryons et de leur lignée 

germinale dans le cadre du polyphénisme de reproduction (Figure 7). Les mécanismes moléculaires 

découlant de la perception de la diminution de la photopériode et permettant le basculement du 

devenir des embryons ont été étudiés chez les pucerons, et principalement chez le puceron du pois 

Acyrthosiphon pisum. Nous allons à présent décrire ces mécanismes moléculaires. 

5. Bases moléculaires du polyphénisme de reproduction 

Le polyphénisme de reproduction chez le puceron peut se décomposer en plusieurs phases. La 

première phase consiste en une perception du signal photopériodique et plus précisément de la 

longueur de la nuit (scotophase) [Lees, 1973]. Le mécanisme précis de l’horloge circadienne 

permettant potentiellement une mesure de la photopériode et de la scotophase est encore inconnu 

chez les pucerons, mais il semble que les gènes timeless (tim) et period (per) y soient impliqués chez A. 

pisum puisque leur expression est corrélée positivement et oscille de manière robuste avec la 

luminosité sur une période de 24 heures [Barberà et al., 2017]. Ces deux gènes sont des acteurs 

majeurs de l’horloge circadienne chez D. melanogaster en formant un hétérodimère TIM/PER dont la 

concentration est corrélée avec un rythme circadien de 24 heures [Gekakis et al., 1995 ; Zeng et al., 

1996].  

La température influe également sur le basculement du mode de reproduction en accentuant le 

polyphénisme de reproduction lorsque les températures sont moyennes (15-20° C) comparativement 

aux faibles températures (11° C) ou aux températures trop élevées (25° C), ces dernières supprimant 

complètement le basculement du mode de reproduction [Lees, 1959 ; Chapman, 1998]. Cependant le 

signal photopériodique – en conditions contrôlées – est le seul paramètre nécessaire et suffisant à 

l’initiation du polyphénisme de reproduction. Le déclenchement de ce processus s’effectue selon deux 

critères : i) une longueur de nuit critique (CNL), consistant en une durée minimum d’obscurité 

ininterrompue, et ii) un nombre de jours minimum consécutifs («  required day number », ou RDN) 

comportant cette CNL. Par exemple, chez Megoura viciae, la CNL est de 7 heures et la RDN est de 5 

jours à 15° C [Vaz Nunes M et Hardie, 2000]. Les durées respectives de ces deux facteurs varient d’une 

espèce – voire d’un clone – de puceron à l’autre. De plus, ces paramètres dépendent de la 

température, avec par exemple chez Megoura viciae des CNL de 6h, 7h ou 8h chez des femelles 
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asexuées placées respectivement à 12.5° C, 15° C ou 17.5° C, et une RDN de 5 jours ou 4.5 jours à 15° C 

et 17.5° C, respectivement [Vaz Nunes M et Hardie, 2000]. 

Plusieurs études ont permis de mieux comprendre les mécanismes cellulaires et moléculaires sous-

jacents au polyphénisme de reproduction, en commenç ant par s’intéresser à la première phase du 

polyphénisme de reproduction : la perception et la transduction du signal photopériodique aux tissus 

cibles (Figure 8). Le signal photopériodique est tout d’abord perç u par le cerveau du puceron (les 

photorécepteurs photopériodiques ne sont pas connus) puis il est transmis aux tissus cibles, les 

ovarioles de la femelle asexuée. Le groupe de cellules neuro-sécrétrices I (NSC Group I) semble être 

impliqué dans la perception du signal photopériodique ou dans la transmission de ce signal vers les 

tissus cibles, car une fois le NSC Group I micro-cautérisé, il s’est avéré que les pucerons étaient 

incapables de répondre aux changements photopériodiques [Steel et Lees, 1977]. La nature de la 

molécule permettant la transduction du signal photopériodique est encore inconnue, mais il est fait 

l’hypothèse qu’elle pourrait circuler par les projections axonales des cellules du NSC Group I jusqu’aux 

ovarioles où des récepteurs pourraient être localisés. Une étude comparant les transcriptomes de 

têtes d’A. pisum placés en conditions de jours courts ou jours longs a permis d’identifier environ 600 

transcrits différentiellement exprimés [Le Trionnaire et al., 2007]. Parmi ces transcrits se trouvent des 

gènes codant des protéines impliquées dans la modification de la structure de la cuticule, dans la 

signalisation nerveuse et dans la signalisation neuro-endocrine, ainsi que des enzymes impliquées 

dans les voies de signalisation de la dopamine et de l’insuline [Le Trionnaire et al., 2009]. En outre, il a 

été montré que le génome du puceron contient 10 gènes codant l’insuline, annotés Insuline Related 

Protein (IRP) 1 à 10, ces derniers étant particulièrement exprimés au niveau de la tête de M. persicae 

et A. pisum [Huybrechts et al., 2010].  

L’hormone juvénile est également impliquée dans la signalisation de la photopériode. L’application 

ectopique de Kinoprène, un analogue de l’hormone juvénile, sur la cuticule de pucerons placés en 

jours courts produisant donc normalement des individus sexués, réverse le devenir des embryons, ces 

derniers se développant alors en individus asexués [Corbitt et Hardie, 1985 ; Hardie, 1987]. Ceci 

suggère une implication de l’hormone juvénile dans la transduction du signal photopériodique. La 

mélatonine serait aussi impliquée de manière potentielle dans la transduction du signal 

photopériodique, puisque les gènes arylalkylamine N-acetyltransferase (AANAT) 1 et 3 ont été 

identifiés comme surexprimés au niveau de têtes de pucerons placés en jours courts par rapport à 

des têtes de pucerons placés en jours longs chez A. pisum  [Barberà et al., 2013]. 
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Figure 8 | Modèle hypothétique pour la régulation du polyphénisme de reproduction chez les 

pucerons. Des analyses transcriptomiques à l’échelle du génome combinées à des études 

physiologiques ont permis d'identifier des programmes génétiques pouvant jouer un rôle clé dans la 

régulation de la réponse à la photopériode chez les pucerons. Les étapes initiales de détection et de 

transduction du signal photopériodique semblent associées à une modification de la structure de la 

cuticule, pouvant être liée à une réduction des niveaux de dopamine dans les têtes des pucerons. Les 

systèmes nerveux visuels et cérébraux pourraient également jouer un rôle dans cette étape de 

signalisation. L’hormone juvénile a également été montrée comme impliquée dans la transduction 

endocrine de ce signal du cerveau aux tissus cibles, les embryons. Les étapes ultérieures à cette 

signalisation endocrine au niveau des embryons correspondent à un passage d’une ovogénèse sexuée 

à une ovogénèse asexuée en condition de photopériode courte. Cette modification du devenir des 

cellules germinales est accompagnée d’une expression différentielle de transcrits impliqués dans 

l’ovogénèse, dans le devenir de la lignée germinale, dans des régulations transcriptionnelles et post-

transcriptionnelles, ainsi que dans des régulations épigénétiques. D’après [Le Trionnaire et al., 2013]. 
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La deuxième phase de la réponse photopériodique correspond à un changement du devenir des 

embryons en réponse à la transduction du signal précédemment décrit, permettant la mise en place 

des programmes génétiques alternatifs associés à la production d’embryons asexués ou sexués 

(Figure 8). Ces programmes génétiques ont été identifiés par comparaison des transcriptomes 

d’embryons sexués et asexués à l’aide de puces à ADNc [Gallot et al., 2012]. La comparaison des 

transcriptomes des deux types d’embryons a révélé que 33 transcrits sont différentiellement 

exprimés. Parmi ces transcrits, sept sont potentiellement impliqués dans l’ovogénèse dont orb et 

nanos, deux gènes homologues de la Drosophile impliqués dans le développement des cellules 

germinales, cinq dans la régulation post-traductionnelle et trois dans la régulation du cycle cellulaire 

dont cyclin J, un homologue notamment impliqué dans la mitose au niveau des embryons chez la 

Drosophile. Enfin, il a été identifié quatre transcrits différentiellement exprimés codant des protéines 

impliquées dans des régulations épigénétiques : i) Suppressor Of Variegation 4-20 Homolog 1 (suv(4)-

20H1), une histone méthyltransférase responsable du dépôt de la marque H4K20me3 chez les 

mammifères [Neguembor et al., 2013]. ii) Ubiquitin Like With PHD And Ring Finger Domains 1 (uhrf1), 

une protéine impliquée dans le maintien de la méthylation de l’ADN au cours de sa réplication, et dans 

la reconnaissance de la marque histone H3K9me3 ainsi que du domaine H3R2 pour le recrutement 

d’enzymes régulatrices de la structure de la chromatine [Bostick et al., 2007 ; Karagianni et al., 2008 ; 

Rajakumara et al., 2011 ; Felle et al., 2011 ; Guan et al., 2013]. iii) Les transcrits codant les histones 

linker H1 ainsi que iv) les transcrits codant pour des histones variants H2B.3 ont aussi été identifiés 

comme différentiellement exprimés. Ceci constitue une première piste indiquant que la mise en place 

des programmes génétiques permettant le basculement du mode de reproduction chez les pucerons 

impliquerait des modifications épigénétiques au niveau de la chromatine des embryons. 

En résumé, les pucerons présentent un polyphénisme de reproduction en réponse à une diminution 

de la photopériode, qui est à l’origine de la production d’individus mâles ne présentant qu’un seul 

chromosome X comparé aux femelles qui en comportent deux, nécessitant une potentielle 

compensation de dose. Le polyphénisme de reproduction est basé sur une modification de la 

trajectoire développementale des embryons et notamment du devenir des cellules germinales. Il a été 

montré que certains gènes impliqués dans des régulations épigénétiques sont différentiellement 

exprimés entre embryons à devenir sexué ou asexué. En outre, la compensation de dose implique 

également des régulations épigénétiques, comme cela a été montré chez la Drosophile ou l’Homme 

[Conrad et Akhtar, 2012 ; Brockdorff et Turner, 2015] (détaillé en II.C). Des mécanismes épigénétiques 

seraient donc impliqués au niveau des deux éléments du cycle de reproduction des pucerons 

auxquels nous nous intéressons dans cette thèse : le polyphénisme de reproduction, et l’éventuelle 

compensation de dose de l’expression du chromosome X entre mâles et femelles. Nous allons donc 

maintenant définir et décrire l’épigénétique et ses mécanismes associés. 
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B. Mécanismes épigénétiques et structure de la 

chromatine 

1.  Unités de transcriptions 

Avant d’introduire le concept d’épigénétique, il est nécessaire de bien définir les éléments fonctionnels 

d’un génome aussi bien au niveau des unités de transcription que dans les régions intergéniques. 

Les génomes sont composés de différents éléments fonctionnels. En utilisant des techniques de 

séquenç age ADN haut-débit et à l’aide d’outils bioinformatiques, il est possible d’assembler (même 

partiellement) la séquence d’un génome en chromosomes de manière linéaire au niveau 

bidimensionnel. L’analyse de données transcriptionnelle (RNA-seq) permet ensuite d’identifier la 

position des gènes, et ainsi définir la position de leurs exons, introns, et des régions transcrites non 

traduites en 5’ et 3’ (5’UTR et 3’UTR) (Figure 9). Grâce à l’identification de ces éléments du génome, il 

est ensuite possible de déterminer la position putative des sites d’initiation de la transcription (TSS). La 

position des TSS peut être définie avec précision à l’aide de techniques telles que le Global Run-On 

sequencing (GRO-seq) [Gardini, 2017], basées sur le séquenç age et le mapping de transcrits naissants 

en cours de synthèse par l’ARN Polymérase II (RNAP II). De cette manière, il est possible d’identifier les 

core promoteurs, ces derniers étant définis comme une région de taille variable, en amont du TSS 

(selon l’orientation en 5’ ou 3’ de ce dernier). Les régions promotrices, ainsi que des régions en aval du 

TSS, contiennent de nombreux éléments nécessaires à la transcription du gène, comme la boîte TATA, 

une région riche en AT comportant généralement le motif TATAWAAR, permettant la fixation de la 

TATA Binding Protein (TBP). Cette dernière, accompagnée d’autres protéines, participe à l’assemblage 

du complexe de pré-initiation de la transcription (PIC) [Struhl et al., 1998]. Bien qu’extrêmement 

connue, l’initiation de la transcription d’un gène à l’aide de la boîte TATA correspond plus à une 

exception qu’à la règle, du moins chez les mammifères, où seulement 10% à 20% des promoteurs en 

contiennent une [Gershenzon et Ioshikhes, 2004 ; Cooper et al., 2006]. D’autres éléments permettent 

l’initiation de la transcription comme l’élément initiateur (Inr), contenu dans 40% à 60 % des 

promoteurs chez les mammifères [Lagrange et al., 1998 ; Yang et al., 2007 ; Filipowicz et al., 2008], 

correspondant aux motifs YYANWYY chez l’Homme et TCAKTY chez la Drosophile, avec A 

correspondant au TSS [Smale et Baltimore, 1989]. 
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Figure 9 | Représentation de différents éléments génomiques affectant la transcription d’un gène au 

niveau de la structure bidemsionnelle de la chromatine. A) En analysant que la séquence d’ADN d’un 

génome et les ARN qu’il code, il est possible d’identifier la position des gènes par l’analyse du 

transcriptome, et la position de différents éléments régulateurs putatifs ou de régions répétées par 

analyse des séquences ADN. B) En étudiant les différents facteurs de transcription pouvant se fixer au 

niveau des motifs d’ADN putatifs identifiés, il est possible de caractériser ces motifs comme des 

enhancers, des silencers ou des insulators qui sont des sites de fixation de facteurs qui modulent la 

transcription (TFBS). L’ARN Polymérase II permet l’expression des gènes en se fixant au niveau du site 

d’initiation de la transcription (TSS) de ce dernier. C) Par étude de l’accessibilité de la chromatine, il est 

possible d’ajouter un niveau supplémentaire d’intégration, incluant la position des nucléosomes le 

long de la molécule d’ADN.  
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2. Chromatine et régions régulatrices longue distance 

Au sein du noyau interphasique, de nombreuses protéines s’associent à l’ADN afin d’initier la 

transcription des gènes en ARNm, éléments nécessaires à leur traduction en protéine. D’autres 

protéines permettent quant à elles une structuration et une compaction des plusieurs mètres d’ADN 

composant le génome d’un organisme, en permettant à l’ensemble de cette information génétique 

d’être contenue dans un noyau de quelques micromètres sous forme de chromatine. Le terme 

chromatine vient du latin khrb ma (couleur), tout d’abord défini par Walther Flemming en 1882 comme 

une structure ayant la propriété de se colorer en absorbant des colorants basophiles [Flemming, 

1882 ; Paweletz, 2001]. La chromatine est actuellement définie comme l’enroulement de deux boucles 

de 73 paires de base (pb) d’ADN (soit 146 pb) autour d’un octamère de protéines histones, aussi 

appelées core histones [Luger et al., 1997], chacune présente en deux copies. Un nucléosome est ainsi 

composé de deux histones H2A, deux histones H2B, deux histones H3 et deux histones H4 [Luger et 

al., 1997] ainsi que de 146 nucléotides (Figure 10). Chez la plupart des espèces, une famille 

additionnelle de protéine histone est présente dans la chromatine avec une stœ chiométrie de 1 pour 

1 vis-à-vis des nucléosomes : les Histones Linker (ou H1). Ces protéines ne partagent pas d’homologie 

de structure avec les core histones [Allan et al., 1980 ; Syed et al., 2010] et se lient à la partie extérieure 

du nucléosome, permettant de stabiliser l’ancrage de l’ADN autour du nucléosome. 

 

 

http://www.mun.ca/biology/desmid/brian/BIOL2060/BIOL2060-18/18_21.jpg  https://www.mechanobio.info/topics/genome-regulation/dna-packaging/ 

Figure 10 | Le nucléosome, structure de base de la chromatine. A) La chromatine est constituée d’ADN 

double brin s’enroulant autour des nucléosomes en étant maintenus par des histones H1. Entre 

chaque nucléosome se trouve une portion d’ADN libre (Linker DNA). B) Chaque nucléosome consiste 

en 146 nucléotide ainsi que d’un octamère d’histones constitué d’une paire de chaque type de 

protéine histone : H2A, H2B, H3 et H4. 
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Outre les protéines histones permettant de structurer la chromatine ou la RNAP II permettant d’initier 

la transcription, il existe d’autres protéines qui permettent de réguler la transcription des gènes. Ces 

protéines appelées facteurs de transcription (FT) se fixent au niveau de différents motifs d’ADN 

spécifiques, correspondant à des sites de fixation de facteurs de transcription (TFBS). Certains de ces 

motifs sont des enhancers et sont capables, par recrutement d’un FT, d’augmenter le taux de 

formation et de fixation des complexes de pré-initiation au niveau des core promoteurs. Ces motifs 

enhancer peuvent se retrouver de manière proximale en amont ou en aval des TSS au sein des 

promoteurs, des exons, des introns, ou encore des régions 5’ et 3’ UTR. Il existe également des 

enhancers distaux, se trouvant jusqu’à 10 kbp ou 100kbp du TSS qu’ils régulent, respectivement chez 

la Drosophile et les mammifères [Levine et Tjian, 2003 ; Birney et al., 2007]. Le mécanisme précis par 

lequel ces éléments régulent l’activité transcriptionnelle fait encore débat, mais il est certain que le 

déclenchement de l’activité d’un enhancer nécessite souvent la fixation de plusieurs facteurs de 

transcription au niveau de motifs cis-regulateurs de l’enhancer [Riethoven, 2010]. La première 

séquence ADN enhancer a été identifée dans le génome du virus simien 40 (SV40). Il a été montré que 

lorsque cette séquence est associée à des promoteurs, elle stimule la transcription du gène associé 

indépendemment de son orientation, et même depuis des positions situées en aval du gène [Banerji 

et al., 1981]. 

En plus des motifs enhancers, il existe des motifs silencers (Figure 9) impliqués dans l’inhibition de la 

transcription des gènes. Les silencers sont également des séquences d’ADN spécifiques reconnues par 

des protéines, mais sont cependant moins bien décrits que les enhancers, notamment car ils ont été 

découverts de manière plus tardive. On distingue cependant deux classes de silencers : i) les silencer 

elements correspondant à des motifs courts et position-indépendants (qui n’ont pas besoin d’être 

situés de manière particulière vis-à-vis d’autres motifs) retrouvés en amont des TSS. Ils sont reconnus 

par des facteurs de transcription répresseurs capables d’interférer avec l’assemblage du complexe de 

pré-initiation de la transcription, permettant ainsi d’inhiber la transcription du gène ciblé ; ii) Les 

éléments régulateurs négatifs (NRE) correspondent quant à eux à des silencers position-dépendants 

qui empêchent passivement la fixation de facteurs de transcription au niveau de motifs régulateurs en 

cis  [Riethoven, 2010]. Les NRE sont retrouvés à la fois en amont et en aval des TSS, et parfois même 

au niveau d’introns et d’exons [Ogbourne et Antalis, 1998]. Le Repressor Element-1 Silencing 

Transcription Factor/Neuron-Restrictive Silencer Factor (REST/NRSF) est un facteur de transcription 

repressif jouant un rôle clé dans la différenciation des neurones chez les mammifères [Chong et al., 

1995 ; Schoenherr et Anderson, 1995]. La réduction de l’expression de REST/NRSF dans les cellules 

souches a pour effet d’augmenter l’expression de nombreux gènes neurones-spécifiques portant la 

séquence silencer RE-1 dans leur promoteur, reconnue par REST/NSRF. Par ce processus, REST/NSRF 

est supposé orchestrer divers processus critiques pour la neurogénèse, la synaptogénèse ou encore la 

transmission synaptique [Ballas et Mandel, 2005 ; Ooi et Wood, 2007 ; D’Alessandro et al., 2009]. 

Enhancers et silencers peuvent agir sur de multiples gènes en même temps, mais certaines de ces 

intéractions peuvent être gênantes dans le cadre du maintien d’un programme génétique donné. 

Ainsi, une troisième classe de séquences d’ADN régulatrices existe afin de prévenir ces interactions : 
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les insulators (Figure 9). Deux types d’insulators ont été identifiés à ce jour : les motifs insulators 

bloquant l’activité des motifs enhancers, et les motifs insulators barrière [Gaszner et Felsenfeld, 2006]. 

La première catégorie protège la transcription des gènes des enhancers en interférant avec 

l’interaction enhancer-promoteur en étant situé entre ces deux éléments. Par exemple, le CCCTC-

binding factor (CTCF) est une protéine doigt de zinc conservée chez l’ensemble des vertébrés et 

exprimée de manière ubiquiste [Filippova et al., 1996]. CTCF se fixe sur le motif insulateur CCCTC et 

prévient les interactions entre promoteurs et enhancers par blocage de l’activité enhancer, par 

exemple au niveau de l’extrémité 5’ du locus de la globine chez le poulet [Bell et al., 1999]. Chez 

l’Homme et la souris, CTCF permet l’isolement du gène codant la globine vis-à-vis de motifs enhancers 

voisins, suggérant également un rôle d’insulator barrière pour le motif insulator CCCTC [Ristimä ki et 

al., 1991 ; Bell et al., 1999]. Ce type de motif insulator permet également de protéger le génome de la 

diffusion de l’hétérochromatine constitutive en se situant au niveau des interfaces euchromatine – 

hétérochromatine [Riethoven, 2010] (Figure 11). 

La structure de la chromatine est en effet dynamique et peut être plus ou moins compactée sous 

forme d’euchromatine ou d’hétérochromatine selon son niveau d’accessibilité, définie et modelée par 

un ensemble de mécanismes épigénétiques. C’est en 1942 que Waddington a pour la première fois 

employé le terme «  épigénétique », qu’il a alors défini comme un changement du phénotype d’un 

individu n’étant pas caractérisé par une modification du génotype [Waddington, 1942, 2012]. 

Aujourd’hui, nous savons que les mécanismes épigénétiques permettent la transmission héréditaire 

de programmes d’expression de gènes en modifiant l’architecture de la chromatine, et notamment 

son accessibilité, sans altérer la séquence d’ADN sous-jacente [Allis et Jenuwein, 2016]. 
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Figure 11 | Trois modes de fonctionnement de motifs insulators (rouge) vis-à-vis d’un motif enhancer 

(jaune) et d’un promoteur (bleu). A) Un motif enhancer est situé en amont d’un promoter et permet 

une augmentation de sa transcription par mise en contact. B) Lorsqu’un motif insulator bloqueur se 

trouve entre l’enhancer et le promoter et est reconnu par le FT qui lui est associé, la transcription du 

gène ciblé inhibée. Si un second motif insulator se trouve après le promoteur, les FT reconnaissant ces 

motifs insulators barrières peuvent s’associer et former une boucle isolant le promoteur de son 

enhancer, et diminuant alors la transcription du gène cible. C) Les insulators peuvent aussi se situer à 

l’interface de régions euchromatinienne et hétérochromatinienne, réduisant ainsi l’accessibilité de 

l’enhancer à des FT, inhibant donc la transcription du gène cible. D’après Krivega et Dean, 2012. 
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3. Accessibilité de la chromatine 

a. Accessibilité de la chromatine à l’échelle bidimensionnelle 

Des expériences dans les années 1970 chez le canard et le poulet ont montré, respectivement par 

hybridation ARN-ADN ou par digestion à la nucléase, des degrés de compaction différents de l’ADN 

eucaryote lors de comparaison de régions génomiques activement transcrites et de régions 

transcriptionnellement silencieuses [Axel et al., 1973 ; Weintraub et Groudine, 1976]. La chromatine 

est ainsi une structure permettant non seulement de condenser l’ensemble d’un génome eucaryote 

au sein du noyau, mais aussi de moduler localement l’accessibilité de l’ADN pour sa transcription, sa 

recombinaison, sa réparation et sa réplication [Venkatesh et Workman, 2015]. Bien que la structure 

des nucléosomes puisse paraître rigide d’un point de vue cytologique, la position de ces unités 

constituantes de la chromatine est dynamique et permet de modeler la compaction de la chromatine 

[Radman-Livaja et Rando, 2010]. On peut distinguer l’euchromatine, correspondant à des régions 

accessibles et transcrites, et l’hétérochromatine, dense et transcriptionnellement silencieuse [Luger et 

al., 2012 ; Milon et al., 2014]. Il existe bien évidemment des états chromatiniens intermédiaires et 

flexibles pour lesquels l’accessibilité de la chromatine et la transcription sont régulées par différents 

mécanismes. Un des mécanismes permettant cette fluidité de la chromatine est l’échange d’histones, 

impliquant la suppression ou le remplacement par le jeu de différents types de variants d’histones. Ce 

mécanisme d’échange, aussi connu sous le nom «  d’histone turnover », a diverses implications dans la 

composition, la structuration ou la fonction de différentes régions génomiques. Par exemple, une 

augmentation du taux d’échange des histones peut augmenter l’accessibilité d’une région génomique 

à certains facteurs nucléaires comme la RNAP II, permettant de fait la transcription de cette région. En 

revanche, si ces histones sont remplacées par des variants pouvant bloquer ce mécanisme d’échange, 

alors l’accessibilité et la transcription de cette région diminuera [Talbert et Henikoff, 2010 ; Venkatesh 

et Workman, 2015], comme c’est par exemple le cas de l’histone macroH2A activement déposé sur le 

chromosome X inactif et condensé des mammifères en remplacement des histones H2A [Costanzi et 

Pehrson, 1998] (détaillé en II.C). Ces changements d’accessibilité peuvent également être régulés par 

des protéines régulatrices considérées comme des facteurs pionniers à l’origine de cascades de 

régulation comme Forkhead box protein A1 (FOXA1, aussi connu sous le nom HNF3α) [Zaret et Carroll, 

2011]. Ces protéines sont supposées se lier à l’ADN associé aux nucléosomes et recruter des facteurs 

nucléaires additionnels afin de modifier la compaction de la chromatine. De manière additionnelle, 

ces facteurs pionniers peuvent rentrer en compétition avec les nucléosomes pour la liaison à l’ADN et 

ainsi augmenter l’accessibilité de la chromatine [Miller et Widom, 2003 ; Mirny, 2010]. 

Des changements dans la structure de la chromatine ont été montrés comme impliqués dans de 

nombreux processus biologiques, y compris dans certains dysfonctionnements cellulaires. Chez 

l’Homme par exemple, des mutations au niveau de gènes codant pour des facteurs nucléaires 

modeleurs de la chromatine, et affectant la positionnement des nucléosomes, se sont révélées 

impliquées dans la formation de cancers [Gaspar-Maia et al., 2009 : 1 ; Hargreaves et Crabtree, 2011 ; 

Schwartzentruber et al., 2012]. Il peut donc être intéressant de comparer des profils d’accessibilité de 
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la chromatine à l’échelle de génomes entiers de cellules placées dans différentes conditions afin 

d’identifier les régions différentiellement ouvertes accompagnant le développement de maladies, la 

différenciation de cellules ou encore l’intégration de signaux environnementaux [Tsompana et Buck, 

2014]. De grands projets collaboratifs comme ENCODE [Consortium, 2012] ont ainsi largement 

participé au développement de ces profils chromatiniens et des méthodes permettant de les étudier. 

b. Méthodes d’études 

L’analyse de la structure et de la dynamique de la chromatine est possible grâce aux avancées en 

génomique et à l’accès à des génomes séquencés et assemblés. Plusieurs techniques permettent une 

analyse bidimensionnelle de la structure de la chromatine, en décrivant les régions ouvertes (ADN 

accessible) ou fermées (ADN non-accessible). Concernant l’analyse de la chromatine ouverte, déplétée 

en nucléosomes, il existe le DNase-seq [Weintraub et Groudine, 1976 ; Song et Crawford, 2010 ; John 

et al., 2013], le FAIRE-seq [Nagy et al., 2003 ; Giresi et al., 2007 ; Giresi et Lieb, 2009 ; Simon et al., 2012, 

2013] et l’ATAC-seq [Buenrostro et al., 2013b, 2015], tandis que le MNase-seq permet l’étude la 

position des nucléosomes, et donc des régions fermées de la chromatine [Noll, 1974 ; Cui et Zhao, 

2012 ; Rizzo et Sinha, 2014 ; Tsompana et Buck, 2014]. Bien que ces techniques reposent sur des 

principes de biologie moléculaire différents, elles permettent d’identifier des régions en communs en 

plus de régions spécifiques à chaque méthode. La description rapide ainsi que les avantages et 

inconvénients de ces méthodes sont présentés dans le Tableau I. La méthode FAIRE ayant été 

largement utilisée au cours de ma thèse, une description plus poussée de cette méthode est proposée 

en Matériel et Méthodes (III.) 

c. Identification d’éléments régulateurs par l’étude de l’accessibilité de la chromatine 

L’utilisation de ces méthodes permet d’une part d’étudier les restructurations de la chromatine à 

l’échelle du génome, et d’autre part l’identification d’éléments régulateurs putatifs tels que les 

enhancers, ou d’une manière plus générale les sites putatifs de fixation de facteurs de transcription 

(TFBS). Ceci est rendu possible du fait de la corrélation positive entre l’accessibilité de la chromatine et 

la présence de TFBS, l’ADN devant être accessible pour permettre la reconnaissance et la fixation du 

FT sur le motif d’ADN qui lui est associé. 



I
I
.
 
S

y
n

t
h

è
s
e

s
 
b

i
b

l
i
o

g
r
a

p
h

i
q

u
e

s
 
 

B
.
 
M

é
c
a

n
i
s
m

e
s
 
é

p
i
g

é
n

é
t
i
q

u
e

s
 
e

t
 
s
t
r
u

c
t
u

r
e

 
d

e
 
l
a

 

c
h

r
o

m
a

t
i
n

e
 

  

3
3

 

 

Tableau I

Outils actuels d 'étude de l'accessib ilité de la chromat ine à l'échelle du géno me (adapté de Tso mpana et  Buck , 2014)

Nombre de 

cellules

Ty pe de 

séquenç age

Approche ut ilisée Cible génomique Co nsidérat ions expérimentales Références

1. De nombreuses cellules sont nécessaires

2. Titrations enzymatiques laborieuses

3. Dégrade les régions régulatrices actives, 

rendant leur identification possible seulement 

de manière indirecte

4. Demande 150 à 200 millions de lectures pour 

une étude standard du génome humain

1. De nombreuses cellules sont nécessaires

2. Préparation longue et complexe des 

échantillons

3. Titrations enzymatiques laborieuses

4. Demande 20 à 50 millions de lectures pour 

une étude standard du génome humain

1. Faible ratio signal/bruit, rendant difficile 

l'interprétation des données bioinformatiques

2. Les résultats dépendent grandement de 

l'efficacité de fixation au formaldéhyde

3. Demande 20 à 50 millions de lectures pour 

une étude standard du génome humain

1. Contamination des données par de l'ADN 

mitochondrial 

2. Outils d'analyse bioinformatique encore 

immatures

3. Demande 60 à 100 millions de lectures pour 

une étude standard du génome humain

ATAC: assay for transposase-accessible chromatin; DNase I: deoxyribonuclease I; FAIRE: formaldehyde-assisted isolation of regulatory elements; MNase: micrococcal nuclease.

ATAC-seq

500 à 500 000 

cellules 

fraichement 

isolées

Paired-end

Des noyaux non fixés sont taggé in vitro avec des 

adaptateurs pour NGS au niveau de régions 

accessibles par un transposase Tn5 purifiée

Cartographie de la 

chromatine ouverte, des 

facteurs de transcription et 

des nucléosomes

Buenrostro et al., 

2013

Giresi et al., 2007 ; 

Giresi et Lieb, 2009 ; 

Simon et Lieb, 2009 

; Simon et al., 2013 ; 

Simon et al., 2013 ; 

Nagy et al., 2003

DNase-seq

1 à 10 million 

de cellules

Paired-end ou 

Single-end

La DNase I coupe l'ADN au niveau de régions 

accessibles où l'ADN n'est pas protégé et permet 

l'extraction de chromatine ouverte

Cartographie de la 

chromatine ouverte

Weintraub et 

Groudine, 1976 ; 

Song et al., 2010 ; 

John et al., 2013

F AIRE-seq

100 000 à 10 

millions de 

cellules

Paired-end ou 

Single-end

Le FAIRE est basé sur la création de liaisons 

covalentes entre ADN et nucléosomes grâce au 

formaldéhyde, puis sur une séparation de l'ADN 

ouvert soniqué de l'hétérochromatine par 

extraction au phénol-chloroforme

Cartographie de la 

chromatine ouverte

Noll, 1974 ; Rizzo et 

Sinha, 2014 ; Cui et 

Zhao, 2012

MNase-seq

1 à 10 million 

de cellules

Paired-end ou 

Single-end

La MNase digère l'ADN au niveau de sites situés de 

part et d'autre des nucléosomes, permettant 

d'extraire l'ADN lié à ces complexes protéiques

Cartographie l'ensemble des 

nucléosome du génome de 

manière qualitative et 

quantitative
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Le FAIRE-seq et le MAINE-seq ont par exemple été utilisés chez le parasite responsable du paludisme 

chez l’Homme, Plasmodium falciparum, un parasite protozoaire au génome riche en AT [Ponts et al., 

2010]. Chez cet organisme, et comparativement aux eucaryotes non-protozaires, les facteurs de 

transcription sont sous-représentés compte tenu de la taille du génome, et les mécanismes sous-

jacents associés à la régulation de la transcription sont controversés. Les méthodes de FAIRE-seq, 

permettant d’extraire les régions libres de nucléosomes, et de MAINE-seq, permettant l’extraction de 

l’ADN associé aux nucléosomes, ont donc été mises en œ uvre afin d’étudier l’implication des 

modulations de l’accessibilité de la chromatine en relation avec la régulation de l’expression des gènes 

au cours du cycle d’infection de ce parasite. Il a été montré que l’accessibilité globale de la chromatine 

subit des changements drastiques au cours du cycle de vie du parasite, contrastant avec les 

modifications plus ciblées de l’accessibilité de la chromatine chez les eucaryotes non-protozoaires. Par 

exemple, l’accessibilité globale de la chromatine augmente au cours du cycle de vie de P. falciparum 

après leur invasion des globules rouges, puis se compacte à nouveau avant le début du prochain 

cycle. L’occupation des promoteurs par les nucléosomes au niveau local suit ces modifications 

globales d’accessibilité de la chromatine, avec cependant des exceptions au niveau des gènes var 

impliqués dans la virulence du parasite. Ces résultats montrent que les processus dirigeant 

l’expression des gènes chez Plasmodium falciparum sont différents de ceux décrits chez les 

eucaryotes non-protozoaires, impliquant ici des restructurations globales de la chromatine au cours 

du cycle de vie de ce protiste [Ponts et al., 2010].  

Le FAIRE-seq et l’ATAC-seq ont également été utilisées dans le cadre de l’identification de TFBS et 

d’enhancers lors du développement de tumeurs in vivo chez l’Homme [Davie et al., 2015]. 3778 

régions présentant une chromatine hautement accessible au cours du développement d’une tumeur 

ont ainsi été identifiées comme suractivées. L’application de méthodes bioinformatiques de recherche 

de motifs a ensuite permis l’identification d’un enrichissement de la fixation putative de deux facteurs 

transcription au niveau de ces régions : Stat92E et AP-1. L’utilisation d’un mutant Stat92E a ensuite 

résulté en un sauvetage du phénotype tumoral. Cette étude démontre que l’utilisation de méthodes 

de séquenç age des régions accessibles de la chromatine, couplées à des méthodes bioinformatique 

de recherche et d’enrichissement de motifs constituent un moyen efficace pour identifier les éléments 

régulateurs du génome tels que des enhancers ou des silencers [Davie et al., 2015]. 
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4. Modifications post-traductionnelles des histones 

a. Définition des marques histones 

D’une manière générale, les nucléosomes empêchent la transcription de l'ADN en réduisant son 

accessibilité aux facteurs nucléaires notamment par obstruction physique, ou par flexion de l'ADN 

[Luger et al., 1997] lorsqu’ils sont en grande densité. Les histones composant les nucléosomes 

peuvent comporter de nombreuses modifications post-traductionnelles (PTMs) pouvant influencer la 

compaction ou l'accessibilité de la chromatine par différents mécanismes [Lawrence et al., 2016]. 

Classiquement, ces PTMs comprennent l'acétylation, la méthylation, la phosphorylation, 

l'ubiquitinylation, la sumoylation, l’ADP ribosylation et la désamination [Kouzarides, 2007]. Le dépôt de 

l’ensemble de ces modifications des histones étant orchestré par un ensemble de familles d’enzymes 

(Figure 12). Plus récemment, d'autres modifications, telles que la propionylation et la butyrylation, ont 

également été décrites [Kebede et al., 2015]. Les modifications post-traductionnelles des histones 

actuellement bien connues concernent principalement leur région N-terminale, correspondant à la 

queue des histones, c’est-à-dire les acides aminés accessibles à la surface du nucléosome, comme par 

exemple les Lysines 4, 9, 14, 23, 27, 36 de l’histone H3, ou encore les Lysines 5, 8, 12, 16, 20 de 

l’histone H4 [Luger et al., 1997].  

 

Figure 12 | Les voies de modifications post-traductionnelles des histones. Ces voies de modification 

des histones incluent la phosphorylation d'histidine (P) par des kinases de protéines (PK), pouvant être 

éliminées par des phosphatases de protéines (PP). L'ubiquitine et des protéines similaires (Ubl) 

peuvent être ajoutées aux histones (en particulier H2A et H2B) par des voies d’ubiquitination régulées 

par les protéines SUMO. Ces modifications peuvent être réversées par des protéases spécifiques de 

l'ubiquitine (USP). La méthylation des histones (Me) au niveau des arginines et des lysines peut être 

effectuée par différentes classes d'histone méthyltransférases (HMT), et certaines marques de 

méthylation peuvent être annulées par des déméthylases spécifiques des histones (HSD). L'acétylation 

(Ac) des lysines des histones est régulée par diverses histones acétyltransférases (HAT) et peut-être 

éliminée par des histones désacétylases (HDAC). Certaines HDAC peuvent également fonctionner dans 

le cadre de la ribosylation des histones. D’après [Rider Jr et al., 2010]. 
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En plus des queues des histones, les domaines globulaires des histones peuvent aussi recevoir un 

certain nombre de modifications post-traductionnelles [Cosgrove et al., 2004 ; Tropberger et 

Schneider, 2013]. Ces domaines globulaires forment le noyau du nucléosome, et leur partie externe 

en contact direct avec l'ADN présente un intérêt particulier vis-à-vis de l’étude des marques pouvant 

modifier ces régions du nucléosome. La spectrométrie de masse a permis d'identifier de nouvelles 

PTMs touchant le domaine globulaire du nucléosome [Cerbo et al., 2014]. 

b. Modes d’action des marques histones 

Certaines modifications apportées aux acides aminés composant les queues des histones affectent 

directement les interactions entre les nucléosomes. C’est par exemple le cas d’H4K16ac qui réduit la 

compaction de la chromatine [Shogren-Knaak et al., 2006], et par conséquent augmente la 

transcription des gènes à la fois in vitro et in vivo. Le dépôt de la marque H4K16ac est catalysé par la 

protéine MOF, également nommée KAT8, codée par le gène males absent on the first (mof), tout 

d’abord identifié dans le génome de D. melanogaster, puis retrouvé par homologie de séquence au 

sein du génome de nombreux mammifères. MOF est une histone acetyl transferase (HAT) [Hilfiker et 

al., 1997] comportant un domaine de fixation sur la chromatine (Chromatin Binding Domain). Elle est 

impliquée dans la compensation de dose chez D. melanogaster en s’intégrant au complexe protéique 

Male Sex-Lehtal (MSL). Chez les mammifères, cette protéine est une sous-unité du complexe Non-

Specific-Lethal (NSL), contrôlant l’initiation de la transcription de nombreux gènes domestiques et 

mitochondriaux [Mendjan et al., 2006 ; Cai et al., 2010 ; Prestel et al., 2010 ; Raja et al., 2010 ; Lam et 

al., 2012 ; Feller et al., 2012]. 

Concernant les modifications post-traductionnelles touchant la partie globulaire des histones, 

certaines peuvent avoir des effets directs sur la transcription comme H3K122ac. Les Lysines 115 et 

122 des histones H3 ont toutes deux été identifiées comme de nouveaux sites d’acétylation au niveau 

de la surface latérale du nucléosome entrant en contact avec l’ADN, correspondant plus 

particulièrement à l’endroit où la force de liaison entre ADN et histone est la plus forte [Cocklin et 

Wang, 2003 ; Hall et al., 2009 ; Manohar et al., 2009]. Le dépôt de cette marque est catalysé par la 

Bromodomain protein 4 (BRD4) par un mécanisme inconnu. Cette HAT est par exemple impliquée 

dans le développement de cancers et dans certaines maladies auto-immunes chez l’Homme [Devaiah 

et al., 2016]. H3K122ac co-localise avec des marques caractéristiques des gènes actifs (H3K4me3) et 

des enhancers (H3K4me1 et H3K27ac) [Tropberger et al., 2013]. H3K122ac est ainsi retrouvée enrichie 

au niveau de régions pauvres en nucléosomes et proches des TSS où les nucléosomes sont absents 

afin d’initier la transcription. Ces résultats sont plus que simplement corrélatifs, puisqu’il a été montré 

qu’H3K122ac promeut l’éviction des nucléosomes et augmente la transcription de manière directe lors 

d’expérimentations in vitro [Tropberger et al., 2013 ; Tropberger et Schneider, 2013]. Dans le cadre de 

l’induction de l’expression de gènes par l’œ strogène, la marque H3K122ac est déposée en moyenne 10 

minutes après ajout d’œ strogène comparé à la marque H3K4me3, (pourtant considérée comme une 

marque histone inhérente à l’activation de la transcription des gènes) déposée au mieux 30 à 40 

minutes après ajout d’œ strogène [Tropberger et al., 2013]. La marque H3K122ac touchant la partie 
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globulaire du nucléosome pourrait ainsi constituer à l’avenir un nouveau contrôle de l’activité des 

gènes, pouvant être plus précis d’un point de vue temporel que les marques histones actuellement 

utilisées dans ce domaine. 

D’autres marques peuvent quant à elles agir de manière indirecte sur la structure de la chromatine 

par le recrutement de protéines régulatrices. Ces dernières peuvent par exemple bloquer l'accès aux 

complexes de remodelage [Margueron et al., 2005], ou influencer le recrutement de modificateurs de 

la chromatine ou des facteurs de transcription [Vettese-Dadey et al., 1996 ; Clements et al., 2003]. C’est 

notamment le cas de la reconnaissance d’H3K9me3 par Heterochromatin Protein 1 (HP1) dans le 

cadre de l’inhibition de la transcription d’éléments répétés [Lehnertz et al., 2003]. 

c. Méthodes d’études 

Les marques histones sont principalement étudiées grâce à l’immunoprécipitation de la chromatine 

(ChIP) [Turner, 2001], aujourd’hui généralement couplée à du séquenç age haut-débit (ChIP-seq) ou de 

la PCR quantitative. La méthode ChIP permet, à l’aide d’anticorps dirigés contre des modifications 

post-traductionnelles d’histone, d’immunoprécipiter l’ADN associé à ces histones modifiés, ou encore 

d’étudier les sites de fixations de protéines se liant à l’ADN (comme les facteurs de transcription. Il 

existe plusieurs types de protocoles permettant de conduire une ChIP, principalement la XChIP et la 

Native ChIP (NChIP) [Turner, 2001]. Ces deux techniques diffèrent principalement dans la préparation 

de la chromatine avant immunoprécipitation et présentent chacune des avantages et des 

inconvénients.  

La XChIP est basée tout d’abord sur une lyse cellulaire puis sur une fixation de l’ADN aux protéines du 

nucléosome par du formaldéhyde, c’est-à-dire la formation de liaisons covalentes entre ces deux 

éléments à l’aide de formaldéhyde. Cette étape est suivie d’une fragmentation de l’ADN par sonication. 

Cette méthode présente les avantages de pouvoir étudier à la fois des protéines histones et non-

histones, requiert une plus faible quantité de cellules que le NChIP, et permet de minimiser les risques 

de réarrangements de la chromatine au cours de la préparation de la chromatine et de sa 

précipitation, l’ADN et les nucléosomes étant «  figés » par des liaisons covalentes créées par le 

formaldéhyde. En revanche, la fixation au formaldéhyde peut entraîner l’enrichissement d’évènements 

de fixation transitoires, impliquant donc la détection de faux positifs lors des analyses en aval des 

données issues de XChIP.  

Dans le cas du NChIP, l’étape de crosslinking est omise ce qui permet la préparation de la chromatine 

native pour une fragmentation de l’ADN par digestion enzymatique après une lyse cellulaire. Le NChIP 

présente l’avantage d’une spécificité sans doute accrue des protéines reconnues par les anticorps, la 

plupart d’entre eux étant dirigés contre des protéines non-fixées au formaldéhyde. En outre 

l’immunoprécipitation donne généralement des rendements bien supérieurs au XChIP, évitant de ce 

fait le recours à des étapes d’amplification. En revanche, le NChIP n’est applicable qu’aux protéines 

histones, présente des possibilités de réarrangement de la chromatine au cours de l’expérimentation 

et donc des résultats potentiellement moins répétables. Enfin la fragmentation de l’ADN par digestion 
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enzymatique peut être sélective envers certaines séquences de la chromatine, qui peuvent alors être 

surreprésentées [Turner, 2001]. 

d. Combinaison de marques et états chromatinien 

Au sein des génomes eucaryotes, différents états chromatiniens coexistent et sont définis notamment 

par des combinaisons de marques histones. Par exemple chez D. melanogaster, 9 états chromatiniens 

ont été définis à l’aide de l’étude de 18 marques histones. Ces dernières ont également été corrélée à 

d’autres données génomiques, comme la position d’autres protéines non-histones comme les FT, les 

régions accessibles de la chromatine par DNaseI-seq, la cartographie des transcrits naissants par GRO-

seq, ou encore les longs et petits ARN non-codants [Kharchenko et al., 2011]. L’ensemble de ces 

informations a permis de dresser une carte génomique et épigénétique complète du génome de la 

Drosophile, permettant de distinguer les caractéristiques des différents éléments du génome 

(chromosomes, gènes, éléments régulateurs et d’autres domaines fonctionnels). Le premier état 

chromatinien le plus distinct est associé aux régions transcriptionnellement actives et proches des TSS 

et des promoteurs, enrichi en marques histones actives telles que H3K4me2/3 et H3K9ac. L’activité 

d’élongation des ARN est quant à elle associée à l’enrichissement de la marque H3K36me3 au sein 

d’un 2

nd

 état chromatinien retrouvé préférentiellement au niveau des régions exoniques des gènes 

transcrits. Le 3

ème

 état chromatinien est retrouvé particulièrement au niveau des régions introniques 

et se distingue par l’enrichissement des marques H3K27ac, H3K4me1 et H3K18ac. Le 4

ème

 état 

chromatinien est apparenté au 3

ème

 avec un enrichissement d’H3K36me1 et une déplétion d’H3K27ac 

au niveau des régions introniques. Le 5

ème

 état chromatinien est retrouvé spécifiquement sur le 

chromosome X et se distingue par l’enrichissement élevé de la marque H4K16ac, accompagné d’un 

enrichissement de la marque H3K36me3, ainsi que d’autres marques appartenant au 2

ème

 état 

chromatinien «  d’élongation ». Ce 5

ème

 état chromatinien est notamment retrouvé au niveau du seul 

chromosome X des cellules mâles et est associé au mécanisme de compensation de dose retrouvé 

chez ces derniers [Larschan et al., 2007]. Le 6

ème

 état chromatinien est caractérisé par des répressions 

de la transcription par des complexes Polycomb et l’enrichissement de la marque H3K27me3. Les 

domaines hétérochromatiniens péricentromériques et le chromosome 4 sont quant à eux caractérisés 

par un enrichissement des marques répressives H3K9me2 et H3K9me3, constituant le 7

ème

 état 

chromatinien du génome de la Drosophile [Eissenberg et Reuter, 2009]. Le 8

ème

 état chromatinien est 

également associé aux marques H3K9me2/me3, mais est retrouvé particulièrement au niveau du 

chromosome X [Eissenberg et Reuter, 2009]. Enfin, le 9

ème

 état chromatinien est caractérisé par des 

états silencieux de la chromatine présentant l’enrichissement des marques histone H3K27me3 et 

H3K23ac, séparant divers clusters de chromatine ouverte. 

Les marques histones ainsi que leurs fonctions ayant globalement été conservées au cours de 

l’évolution, certains de ces états chromatiniens sont retrouvés chez d’autres organismes comme 

l’Homme, où une étude plus précise a permis l’identification de 51 états chromatiniens au travers du 

génome humain [Ernst et Kellis, 2010]. Par exemple 11 états chromatiniens de l’Homme partagent de 

fortes similitudes avec l’état chromatinien 1 du génome de D. melanogaster concernant les régions 
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présentant une activité transcriptionnelle importante accompagnée d’un enrichissement d’H3K4me3. 

Chez la plante modèle A. thaliana, 42 états chromatiniens ont d’abord été identifiés [Luo et al., 2013], 

puis réduits au nombre de neuf [Sequeira-Mendes et al., 2014], comme chez D. melanogaster. 

Concernant la marque H3K4me3 par exemple, parmi les neuf états chromatiniens chez A. thaliana, 

deux présentent un enrichissement d’H3K4me3 au niveau des sites d’initiation de la transcription 

[Sequeira-Mendes et al., 2014]. En comparant ces états chromatiniens entre espèces, il est possible de 

définir avec précision la conservation des caractéristiques de différentes modifications post-

traductionelles des histones, notamment en terme de positionnement dans le génome vis-à-vis des 

unités transcriptionnelles et régulatrices (Figure 13). 

 

 

 

 

Figure 13 | Distribution des enrichissements de marques histones le long d’un gène actif et inactif. Le 

gène transcriptionnellement actif présente des histones caractéristiques qui colocalisent avec l’ARN 

polymérase II (RNAPII), comme H3K4me2, H3K4me1, H3K4me3 et H3K9ac. Des marques associées à 

l’élongation d’ARNm sont également présentes dans le corps du gène actif comme H3K79me1, 2 et 3. 

Les combinaisons de marque H3K9me2/3, H4K20me3, H3K27me3 et un faible enrichissement 

d’H3K4me3 sont caractéristiques d’un gène inactif. Adapté d’après [Barth et Imhof, 2010]. 
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5. Structure tridimensionnelle de la chromatine : définition et 

méthodes d’études 

Au-delà de sa structure bidimensionnelle, la chromatine possède des structures d’ordre supérieur 

(Figure 14) comme une organisation spatiale tridimensionnelle au sein du noyau. In vitro, la structure 

primaire de la chromatine correspond à une organisation en «  collier de perles », où s’enchainent ADN 

libre et nucléosomes, observable au microscope électronique ou à force atomique dans des solutions 

possédant de faibles forces ioniques [Olins et Olins, 1974 ; Daban, 2011]. Dans des solutions 

contenant des cations divalents comme Mg2+, cette structure primaire s’arrange de manière 

spontanée en une structure secondaire plus dense, correspondant à la fibre de chromatine de 30nm 

de diamètre [Thoma et al., 1979 ; Widom, 1986]. D’autres structures secondaires peuvent être formées 

à l’aide de protéines «  architectes » non-histones comme les protéines nucléaires dites ‘’High Mobility 

Group’’ (HMGN) ou les protéines du groupe Polycomb (PcG) [Luger et Hansen, 2005]. Sous certaines 

conditions physiologiques, ces structures secondaires peuvent se replier en une structure tertiaire 

formant des fibres de 100 à 130nm de diamètre [Belmont et Bruce, 1994 ; Hansen, 2002]. Ces 

structures peuvent enfin se compacter sous forme de chromosomes métaphasiques.  

 

 

Figure 14 | Les structures d’ordre supérieure de la chromatine, de l’ADN au chromosome de 

métaphase. L’ADN (1) est compacté sous forme de chromatine à l’aide des nucléosomes formant une 

structure «  en collier de perle » de 11 nm de diamètre (2). Cette fibre se replie selon une structure 

secondaire en solénoïde ou en zigzag de 30 nm de diamètre (3). Cette structure secondaire se replie 

ensuite en une structure tertiaire de faç on encore inconnue, consituant un chromosome en 

interphase (4). Enfin, cette structure tertiaire se replie en un chromosome métaphasique (5).  
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Au sein du noyau, la structure tridimensionnelle de la chromatine permet de mettre en contact des 

régions pourtant très éloignées d’un même chromosome, voire des régions de différents 

chromosomes, en formant des domaines topologiquement associés (TADs), permettant une mise en 

place efficace de la régulation transcriptionnelle de nombreuses régions parfois distantes de plusieurs 

millions de nucléotides [Nora et al., 2012]. Un TAD est défini comme une région montrant des niveaux 

élevés de contacts entre les séquences d’ADN au sein de cette région, et de faibles contacts, à longue 

ou courte distance, avec les régions voisines [Pombo et Dillon, 2015]. Les TADs prendraient la forme 

de boucles stables, définies par les protéines CTCF et cohésines [Stevens et al., 2017]. 

Les TADs ont été étudiés à l’aide de méthodes de capture de la conformation des chromosomes 

comme le 3C [Dekker et al., 2002] dont de nombreuses variantes existent, comme par exemple le plus 

récent Hi-C [Lieberman-Aiden et al., 2009]. Le principe général du 3C est basé sur une fixation au 

formaldéhyde (cross-linking) de cellules suivie d’un isolement et d’une purification de la chromatine, 

suivie enfin de sa digestion par une enzyme de restriction. Pour le 3C, les enzymes utilisées sont 

choisies afin de cibler des contacts ADN-ADN entre deux régions d’intérêt et d’en libérer les fragments 

[Dekker, 2006]. Plusieurs paramètres sont à considérer afin de choisir la bonne enzyme de restriction, 

notamment la résolution à laquelle on veut cartographier les contacts et la distribution homogène des 

sites de coupure de l’ADN par l’enzyme de restriction au sein de la région étudiée [Naumova et al., 

2012]. Les fragments ainsi libérés sont ensuite ligués en anneaux, puis la fixation au formaldéhyde est 

annulée (reverse cross-linking). Cette étape de ligation est suivie d’une PCR quantitative afin de 

déterminer l’abondance des produits de ligation après purification de l’ADN. L’abondance ainsi 

mesurée correspond directement à la fréquence d’interaction des deux régions liguées. Ce principe 

peut être couplé à d’autres méthodes comme du séquenç age afin d’en augmenter le débit ou l’échelle. 

Avec la méthode Hi-C [Lieberman-Aiden et al., 2009], l’étape de ligation implique l’ajout d’un nucléotide 

marqué à la vitamine B (biotinylé) à la jonction de la ligation, permettant ainsi une purification 

sélective des produits de ligation, suivie d’un séquenç age haut-débit [Belton et al., 2012]. Ce couplage 

aux technologies NGS permet au Hi-C d’explorer sans a priori et à l’échelle du génome entier les 

interactions entre l’ensemble des régions du génome à l’aide de matrices de contact (Figure 15). Cette 

exhaustivité de l’Hi-C vis-à-vis des autres méthodes de capture de la conformation des chromosomes, 

telles que le 4C (Circularized Chromosome Conformation Capture) ou le 5C (Carbon Copy 

Chromosome Conformation Capture), permet d’explorer à la fois les propriétés biophysiques de la 

chromatine et les implications biologiques des structures tridimensionnelles de la chromatine au sein 

du noyau [Belton et al., 2012]. En outre, les fragments d’ADN issus du Hi-C ont été montrés comme 

particulièrement adaptés à l’assemblage de génomes de novo [Bickhart et al., 2017 ; Dudchenko et al., 

2017], ou à l’amélioration ou la correction de l’assemblage de génomes préexistants. Une étude Hi-C à 

l’échelle du génome de la souris a ainsi identifié 2200 TADs occupant 91% du génome, avec une taille 

moyenne de 880kb [Dixon et al., 2012]. Cette étude a aussi montré que les frontières des TADs sont 

riches en gènes domestiques. En outre, la structure et l’organisation des TADs sont conservés entre 

différents types de cellules, et sont partiellement conservés entre les génomes de la souris et de 

l’Homme [Dixon et al., 2012]. La structure des TADs a également été étudiée chez D. melanogaster, et 
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il apparait que ces derniers partagent beaucoup de caractéristiques avec les TADs des vertébrés 

[Sexton et al., 2012 ; Hou et al., 2012 ; Van Bortle et al., 2014]. Les TADs de la Drosophile sont 

cependant plus petits, reflétant éventuellement le génome plus compact de cet insecte. Aucun TADs 

n’a pour le moment été observé chez Saccharomyces cerevisiae [Pombo et Dillon, 2015].  

Notons que la modification de la structure des TADs est à l’origine de la mise en place de programmes 

génétiques spécifiques, par exemple entre cellules de tissus distincts, en permettant la mise en 

contact de motifs enhancer ou silencer voire insulator avec des promoteurs de gènes dont 

l’expression en est alors modifiée (Figure 15). Les TADs constituent ainsi, par rapport aux marques 

histones et à l’accessibilité de la chromatine, un niveau supplémentaire de régulation de la 

transcription des gènes. D’autres mécanismes épigénétiques permettent également de modifier 

l’expression des gènes en impactant la structure de la chromatine, comme la méthylation de l’ADN et 

les ARN non-codants. 

 

 

Figure 15 | Un modèle de variation de la structure de TADs par des remodeleurs de la chromatine. A) 

Par l’étude de matrices de contacts Hi-C, il est possible d’identifier des domaines topologiques 

associés (TADs). B) Des évèvements de remodelage de la chromatine permettent d’isoler (condition 1) 

ou de mettre en contact (condition 2) des motifs enhancers avec des gènes, modifiant de fait 

l’expression de ces derniers en fonction des conditions physiologiques dans lesquelles se trouve une 

cellule (différent tissus, traitée / non traitée, mutée / non mutée). Adapté d’après [Li et al., 2016]. 

 

6. Méthylation de l’ADN 

a. Définition et mécanismes 

La méthylation de l'ADN est un mécanisme épigénétique correspondant à un processus biologique 

selon lequel un groupement méthyl est ajouté de faç on covalente à une cytosine, donnant ainsi une 5-

méthylcytosine (5mC) [Bestor, 1990 ; Bird et Wolffe, 1999 ; Jaenisch et Bird, 2003] (Figure 16). Ce 

processus de méthylation de l’ADN est assuré par un ensemble d'enzymes appelées ADN-
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méthyltransférases (DNMT) [Goll et Bestor, 2005], utilisant du S-adénosyl méthionine comme origine 

de la méthylation. On retrouve principalement deux types de DNMT au travers de l’ensemble du règne 

vivant animal, végétal, bactérien et fongique notamment [Ehrlich et al., 1985 ; Magill et Magill, 1989 ; 

Bestor, 2000 ; Law et Jacobsen, 2010]. Les DNMT1 sont considérées comme des méthyltransférases de 

maintenance ayant pour rôle de créer des groupements méthyl au niveau de brins d'ADN 

nouvellement synthétisés lors de la réplication de l’ADN, afin de conserver les profils de méthylation 

lors des divisions cellulaires [Goll et Bestor, 2005]. Les DNMT3 ont quant à elles un rôle de méthylation 

de novo de l’ADN [Goll et Bestor, 2005]. La DNMT2 n'est aujourd’hui plus considérée comme une 

véritable ADN méthyltransférase, car elle est impliquée dans la méthylation de la cytosine 38 des ARN 

de transfert au cours de la traduction des ARNm en protéines [Wang et al., 2006]. La méthylation de 

l'ADN a pour effet de modifier les propriétés physiques de l’ADN en promouvant la formation 

d’hétérochromatine par repositionnement des nucléosomes [Pennings et al., 2005], empêchant la 

liaison des facteurs nucléaires à l’ADN. La méthylation de l’ADN peut également être reconnue par des 

protéines spécifiques telles que les methyl-CpG binding proteins (MBPs), capables de recruter des 

complexes protéiques additionnels dans le but de réguler l'activité transcriptionnelle [Fournier et al., 

2012]. On suppose également que la méthylation de l'ADN peut altérer l'affinité de l'ADN pour les 

nucléosomes [Collings et al., 2013]. En outre, la méthylation de l'ADN est un processus biologique 

réversible. En effet, les enzymes de la famille des Ten Eleven Translocation (TET) oxydent les 5-

méthylcytosine (5mC), générant ainsi des 5-hydroxyméthyle (5hmC), 5-formyl (5fC) et 5-

carboxylcytosine (5caC) [Guo et al., 2011 ; He et al., 2011 ; Shen et al., 2013]. La fonction biologique de 

ces cytosines modifiées reste incertaine, mais il apparait qu’elles permettent la restauration de 

cytosines non modifiées [Spruijt et al., 2013 ; Wu et Zhang, 2014]. 

 

 

Figure 16 | Principe de la méthylation de l’ADN. La méthylation de l’ADN consiste en l’ajout d’un 

groupement méthyle (-CH
3
) à une cytosine, notamment au niveau des sites CpG (GpC en 3’ – 5’). Les 

régions comportant une forte méthylation de l’ADN sont compactée, tandis que des régions non 

méthylées seront transcrites.  
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b. Méthodes d’étude 

La méthylation de l’ADN peut être étudiée actuellement grâce aux techniques de Methylated DNA 

Immunoprecipitation suivie d’un séquenç age haut-débit de l’ADN (MeDIP-seq) [Taiwo et al., 2012] ou 

de Bisulfite Sequencing (BS-seq) [Li et Tollefsbol, 2011 ; Takayama et al., 2014]. Le MeDIP-seq est basé 

sur l’utilisation d’anticorps ciblant les 5mc et sur le séquenç age de cet ADN méthylé immunoprécipité. 

Le BS-seq est quant à lui basé sur l’utilisation du bisulfite ayant pour effet de convertir les 5mc en 

uracile. La comparaison entre les séquences de l’ADN traité au bisufilte et de l’ADN contrôle non traité 

permet alors de déterminer quelles cytosines sont méthylées à l’échelle du génome entier. Le 

développement d'une approche biochimique plus sensible et résolutive a permis de montrer que 

certains génomes précédemment considérés comme n’ayant pas de méthylation de l’ADN en 

comportent en réalité mais de manière très limitée, comme cela a été le cas pour D. melanogaster 

[Lyko et al., 2000 ; Krauss et Reuter, 2011 ; Takayama et al., 2014 : 2]. Cette nouvelle méthode (MeDIP-

BS-seq) combine les deux protocoles précités ; elle permet de séquencer de l’ADN traité au bisulfite et 

préalablement enrichi en 5mc grâce à une étape d’immunoprécipitation utilisant des anticorps anti-

5mc. L’ensemble de ces méthodes permet des études comparatives du méthylome entre différentes 

espèces, différents tissus ou mutants d’une même espèce, en étudiant le niveau global de 

méthylation, en analysant la distribution de cette méthylation entre régions géniques et intergéniques, 

ou encore en distinguant des régions différentiellement méthylées (DMRs). 

c. Méthylation et transcription de l’ADN 

Ces méthodes ont par exemple permis de démontrer que les sites préférentiellement méthylés ne 

sont pas identiques entre les différents ordres du vivant, présentant chacun des contextes de 

méthylation différents. Chez la plupart des vertébrés, l'ADN est principalement méthylé au sein des 

dinucléotides CpG (ou CG), avec par exemple une méthylation de 70% à 80% des sites CG chez les 

mammifères. Quelques régions appelées îlots CpG (aussi retrouvés chez les plantes) et se trouvant au 

niveau du site TSS de gènes sont constitutivement non-méthylés, permettant la transcription de ces 

gènes. Chez les plantes et les champignons, en plus de la méthylation des régions CpG, une grande 

partie de la méthylation de l'ADN se produit également au niveau des nucléotides CHG ou CHH (où H 

est un nucléotide différent de G) [Selker, 1997 ; Lister et al., 2008 ; Feng et al., 2010 ; Jeon et al., 2015]. 

Ces méthodes ont également montré que le pourcentage de cytosines méthylées varie de manière 

importante d’une espèce à l’autre. Par exemple, les vertébrés ont souvent un pourcentage élevé de 

méthylation des dinucléotides CpG (70% dans le génome Humain), tandis que certains invertébrés 

comme les diptères (D. melanogaster, Anopheles gambiae), certains hyménoptères (Aphidius ervi) et 

coléoptères (Tribolium castaneum) présentent une absence globale ou de faibles niveaux de 

méthylation des sites CpG de l’ordre du pourcent [Suzuki et Bird, 2008 ; Law et Jacobsen, 2010 ; Bewick 

et al., 2017]. Ces variations peuvent également se retrouver au sein d’un même ordre. Par exemple au 

sein des Blattodea, Reticulitermes flavipes présente un niveau de méthylation du génome d’environ 

5% tandis qu’une espèce voisine, Reticulitermes virginicus présente une absence globale de 

méthylation. Ce différentiel du niveau de méthylation peut s’expliquer par une présence / absence des 
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DNMT, ainsi que par un différentiel du nombre de copies de ces protéines au sein du génome [Bewick 

et al., 2017]. Par exemple, l’ensemble des diptères présente une absence de protéines de la famille 

des DNMT1 et 3, corrélé avec une absence ou une très faible méthylation globale du génome, tandis 

que d’autres espèces comme le lépidoptère Bombyx mori présente un niveau de méthylation du 

génome de l’ordre de 1% ainsi que la présence de DNTM1 dans son génome [Bewick et al., 2017]. Ceci 

témoigne d’une grande diversité de la présence, de l’absence ou du nombre de copies des DNMT et 

donc des proportions de 5mC au sein des génomes au travers de l’arbre du vivant. Le cas des 

pucerons sera traité plus spécifiquement dans la suite du manuscrit. 

La méthylation de l'ADN joue un rôle important dans la régulation de l'expression des gènes et est 

généralement associée à une inhibition de l’expression des gènes, par exemple chez les mammifères 

dans l'inactivation du chromosome X au cours de la méiose [Bird, 1992 ; Jones et Takai, 2001]. En 

outre, la méthylation anormale de l'ADN est une caractéristique de nombreuses maladies comme 

certains cancers [Robertson, 2005], la schizophrénie [Gavin et Sharma, 2010] et les troubles du spectre 

autistique [Jiang et al., 2004 ; Nagarajan et al., 2006]. La méthylation de l’ADN s’avère également 

impliquée dans des formes de polyphénismes, notamment chez l’abeille, les fourmis et les criquets 

(détaillé en II.D).  

 

7. ARN non-codants 

a. Petits ARN non-codants 

Définition 

Les petits ARN non codants (sncARN) sont définis chez les eucaryotes comme des ARN d’environ 20 à 

30 nucléotides. Il existe plusieurs types de sncARN dont la définition repose sur de nombreux 

éléments tels que leur taille, leur biogénèse, leur mode d’action ou le type de protéine Argonaute (Ago) 

avec lesquelles ils interagissent. Le premier sncARN, lin-4, a été identifié par crible génétique chez C. 

elegans et joue un rôle dans la régulation négative du niveau de traduction de la protéine LIN-14 entre 

le dernier stade embryonnaire et le premier stade larvaire [Lee et al., 1993 ; Wightman et al., 1993]. 

Depuis plusieurs années, le nombre de petits ARN caractérisés ne cesse d’augmenter grâce au 

séquenç age haut-débit d’ARN triés par taille (smallRNA-seq) [Lagos-Quintana et al., 2001 ; Lau et al., 

2001 ; Lee et Ambros, 2001]. Les avancées récentes dans le domaine du séquenç age et de la 

prédiction bioinformatique [Lai et al., 2003 ; Nam et al., 2005 ; Li et al., 2006 ; Huang et al., 2007] des 

sncARN a permis la découverte de nouveaux sncARN, même faiblement représentés. Les fonctions 

des sncARN sont très diverses, allant de la formation d’hétéchromatine à la déstabilisation et à la 

régulation traductionnelle des ARN messagers [Chu et Rana, 2007 ; Filipowicz et al., 2008]. Ils 

participent également à des processus biologiques très divers dont notamment le développement, la 

différentiation des cellules, leur prolifération et leur mort, le silencing des transposons ainsi qu’au 

système immunitaire anti-viral. Au moins trois classes de sncARN sont actuellement caractérisées chez 
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les animaux : les micro-ARN (miARNs), les petits ARN interférant endogènes (endo-siARNs ou esiARNs 

ou siARN), et les ARN interagissant avec les protéines Piwi (piARN). Les miARN étant des éléments 

régaleurs post-transcriptionnels, seuls les piARNs et les siARNs sont considérés comme des 

régulateurs épigénétiques, et c’est donc à ces derniers que nous allons maintenant nous intéresser. 

Les petits ARN interférant 

Les siARNs sont des sncARN de 21 à 24 nt produits à partir de longs ARN double brins (dsARN), 

considérés comme des précurseurs et issus de transposons, de transgènes, d’éléments répétés (siARN 

endogènes) ou de virus (siARN exogènes). Les dsARN précurseurs des siARN produits par ces 

éléments endogènes ou exogènes sont coupés par la Ribonucléase RNase III Dicer en duplex de 

siARNs de 22 à 23 nt de long comportant deux nucléotides cohésif en 3’ [Zamore et al., 2000 ; Parrish 

et al., 2000 ; Elbashir et al., 2001 ; Bernstein et al., 2001 ; Song et al., 2003]. Les duplex de siARN sont 

pris en charge par des protéines de la famille AGO s’associant à la partie 3’ des siARN à l’aide du 

domaine MID, et à la partie 5’ grâce à un domaine PIWI-AGO-ZWILLE (PAZ) [Ma et al., 2004, 2005 ; 

Wang et al., 2009]. Les siARNs ainsi chargés vont guider la protéine AGO ainsi que des complexes 

protéiques associés (Dicer, R2D2) au niveau d’ARN complémentaires de la séquence du siARN qui sont 

ainsi marqués pour du silencing transcriptionnel, ou une répression traductionnelle [Hammond et al., 

2001 ; Hutvágner et Zamore, 2002 ; Meister et al., 2004]. Chez les plantes, 

Schizosaccharomyces pombe, Tetrahymena thermophile et Caenorhabditis elegans, les protéines AGO 

guidées par des siARN recrutent une ARN polymérase ARN dépendent (RdRP), utilisant l’ARN cible 

comme base pour synthétiser un dsRNA converti par la protéine Dicer en de nouveaux siARNs, 

amplifiant ainsi l’effet RNAi de ces derniers [Dalmay et al., 2000 ; Sijen et al., 2001 ; Baulcombe, 2004 ; 

Motamedi et al., 2004]. 

En terme de fonctions biologiques en lien avec des régulations épigénétiques, chez la plante 

Arabidopsis thaliana, des siARNs de 24 nucléotides régulent la méthylation de l’ADN de novo ainsi que 

sa maintenance au niveau des sites CHH, en étant dépendant de deux RNA polymérases II (RNA Pol II) 

spécifiques des plantes : RNA Pol IV et RNA Pol V [Ream et al., 2009 ; Matzke et Mosher, 2014]. Chez S. 

pombe, une délétion d’un des gènes ago1+, dcr1+ ou rdp1+ – codant respectivement pour des 

protéines AGO, Dicer et RdRP – provoque une diminution de la formation d’hétérochromatine au 

niveau des régions péricentromériques, accompagnée d’une réduction globale de la méthylation de la 

Lysine 9 des histones H3 (H3K9me1/2/3). Certains organismes comme les mammifères ou D. 

melanogaster ne semblent pas présenter de RdRP. Cependant ces organismes présentent une autre 

classe de petits ARN non-codants, les PIWI-interactions RNAs (piARNs) [Holoch et Moazed, 2015]. 

Les piwi interacting RNA 

Les éléments génétiques mobiles tels que les transposons sont une menace constante pour l’intégrité 

du génome. Les piARN protègent notamment les cellules germinales contre les transposons au cours 

de la formation de gamètes et lors de la fécondation afin de limiter la dissémination de ces éléments 

dans le génome d’organismes animaux très divers comme les mouches, les poissons ou les 
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mammifères. Les piARNs sont des sncARN de 25 à 33 nucléotides de long, dépendant de la classe de 

protéine PIWI à laquelle ils s’associent [Meister, 2013]. Les piARNs dérivent de différents transposons 

dans le génome, correspondant alors à des clusters de piARNs. Ces sncARN sont caractérisés par une 

grande diversité de séquences couvrant de larges portions de ces différents transposons [Siomi et al., 

2011]. Les clusters de piARN sont transcrits de manière sens ou anti-sens et les longs ARN simple brins 

produits à partir de ces clusters servent de base de production pour les piARNs. Deux étapes 

principales sont impliquées dans la production des piARNs. La voie primaire de synthèse est chargée 

de produire les piARNs primaires dont la production est ensuite décuplée par un cycle d’amplification 

appelé la boucle ping-pong [Siomi et al., 2011]. Au cours de la voie de synthèse primaire de biogénèse 

des piARNs, les longs ARN issus des transposons sont d’abord clivés par la nucléase Zucchini (Zuc) 

[Ipsaro et al., 2012 ; Nishimasu et al., 2012 ; Voigt et al., 2012], générant la terminaison 5’ des piARNs 

primaires. Les étapes de maturation de ces piARNs primaires ne sont pas encore bien connues, bien 

que différents acteurs aient été identifiés [Siomi et al., 2011 ; Czech et Hannon, 2016]. Au même titre 

que les siARNs, les piARNs contribuent à des régulations épigénétiques, notamment en contribuant à 

l’héritabilité épigénétique. Cette idée a été émise pour la première fois dans une étude démontrant la 

nécessité des piARNs au cours de la reproduction, en assurant le silencing des transposons et la 

fertilité de la descendance [Brennecke et al., 2008]. Chez la Drosophile au niveau de 

l’hétérochromatine, PIWI peut être dirigée contre une région d’ADN génomique ciblée par le piARN 

auquel elle est associée. Lors de la reconnaissance de cette région, PIWI recrute le remodeleur de la 

chromatine HP1α, qui recrute quant à lui l’histone méthyltransférase Su(var)3-9 qui va alors déposer 

un groupe méthyle sur la Lysine 9 de l’histone H3 proche de cette région [Brower-Toland et al., 2007 ; 

Huang et al., 2013]. Comme expliqué précédemment, cette marque va inhiber la fixation de l’ARN Pol 

II, inhibant de fait la transcription de la région complémentaire du piARN. Au niveau de 

l’euchromatine, PIWI est capable de cibler des transcrits naissant par complémentarité avec la 

séquence du piARN et de promouvoir le dépôt d’H3K9me1, soit par recrutement d’HP1α puis Su(var)3-

9, soit par recrutement direct de cette dernière ; ceci permet une fois à nouveau d’inhiber la 

transcription de la région ciblée, et cela démontre le lien existant entre piARNs et mécanismes 

épigénétiques [Brower-Toland et al., 2007 ; Huang et al., 2013 ; Ross et al., 2014]. 

b. Longs ARN non-codants 

Certains ncARN font plus de 200 nucléotides et ne codent pas pour des protéines et sont ainsi 

considérés comme de longs ARN non-codants (lncARN). Ces derniers ont été découverts grâce aux 

avancées dans le domaine du séquenç age haut-débit et de l’analyse des données de RNA-seq [Birney 

et al., 2007 ; Ulveling et al., 2011 ; Rinn et Chang, 2012 ; Guttman et Rinn, 2012]. Ainsi, des transcrits 

ayant des propriétés similaires aux ARN messagers [Guttman et al., 2009 ; Derrien et al., 2012] ont été 

identifiés, sans toutefois avoir la capacité d’être traduits en protéines [Mercer et al., 2008 ; Clark et al., 

2012 ; Yoon et al., 2015]. De par leur définition large sans lien entre leur structure et leur fonction, les 

lncARNs sont hétérogènes en terme de biogénèse [Zhang et al., 2014], de stabilité [Kaushik et al., 

2013], d’abondance [Guttman et al., 2009 ; Derrien et al., 2012] et d’évolution [Hiriart et Verdel, 2013 ; 

Diederichs, 2014 ; Saayman et al., 2014 ; Tsai et al., 2015], et sont ainsi supposés hétérogènes dans 
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leur mode de fonctionnement [Khandelwal et al., 2015]. Bien qu’il soit difficile de déterminer la 

proportion des lncARNs qui est fonctionnelle, des dizaines de lncARN (parmi les milliers qui sont 

annotés dans les génomes) sont aujourd’hui caractérisés comme jouant un rôle dans la régulation de 

programmes géniques [Ma et al., 2013 ; Fatica et Bozzoni, 2014]. 

Concernant leur biogénèse, les lncARN partagent de nombreuses caractéristiques avec celle des ARN 

messagers, comme leur synthèse par la RNAP II. Certains lncARNs ou classes de lncARN sont en 

revanche régulés différemment des ARNm tant au niveau de leur biogénèse, que de leur maturation 

ou de leur dégradation. Certains lncARN peuvent être synthétisés de manière sens ou anti-sens par la 

RNAP II au niveau de régions intergéniques, exoniques, au niveau de gènes, de promoteurs, 

d’enhancer. Au niveau de régions introniques, ils sont synthétisés par l’ARN poléymerase IV nucléaire 

au polypeptide unique (spRNAP IV) [Khandelwal et al., 2015]. Concernant la localisation des lncARN 

dans la cellule, certains d’entre eux peuvent se retrouver au niveau de la chromatine, de domaines 

subnucléaires, du nucléoplasme ou du cytoplasme, et comportent donc des localisations bien plus 

variées que les ARNm [Quinn et Chang, 2016]. L’un des exemples parmi les mieux caractérisés de 

l’implication de lncARN dans des mécanismes épigénétiques correspond au rôle du «  X inactive 

specific transcript » (Xist), orchestrant l’inactivation d’un des deux chromosomes X (XCI) des femelles 

chez les mammifères [Partridge et al., 2002 ; Verdel et al., 2004]. Le Xist fut tout d’abord identifié car il 

est transcrit au niveau du X inactivé, mais pas au niveau du X actif [Till et al., 2007 ; El-Shami et al., 

2007]. Puis il a été démontré que sa séquence ne possédait pas de cadre ouvert de lecture [Motamedi 

et al., 2004 ; El-Shami et al., 2007], qu’il était localisé dans le noyau [Bühler et al., 2006] en formant un 

unique compartiment nucléaire recouvrant le X inactif [Bühler, 2009]. La délétion du Xist a ensuite 

permis de montrer un échec de l’initiation du XCI [Sugiyama et al., 2007 ; Motamedi et al., 2008]. La 

modification de la séquence du Xist par délétion entraine une suppression du rôle de silencing de la 

transcription [Moazed, 2011] tandis que la modification de la localisation du Xist au niveau nucléaire 

empêche également son silencing. En outre, son expression ectopique sur d’autres chromosomes est 

suffisante à entrainer un silencing de l’expression des gènes de ces chromosomes [Horn et al., 2005 ; 

Hong et al., 2005]. Ces études ont donc montré que le lncARN Xist est une molécule d’ARN 

fonctionnelle requise pour le silencing de la transcription des gènes associés au chromosome X chez 

les mammifères, en étant associé à des enrichissements de marques histones comme H3K27me3, et 

donc à des mécanismes épigénétiques. Tout comme le Xist, d’autres lncARN ont de larges effets sur 

l’expression des gènes, suggéré par diverses études de perte de fonction [Zhang et al., 2008 ; Gerace 

et al., 2010 : 4 ; Li et al., 2011 ; Zaratiegui et al., 2011]. C’est notamment le cas de HID1 chez 

Arabidopsis thaliana, un lncARN de 236nt impliqué dans le processus photomorphogénique [Wang et 

al., 2014]. Les mutants pour ce lncARN présentant un phénotype hypophotomorphogénique en 

lumière rouge continue, HID1 serait capable d’inhiber l’expression du gène PIF3, un régulateur clé de 

la photomorphogénèse modulant la réponse de la plante à la lumière, en se liant au promoteur de ce 

dernier [Wang et al., 2014 ; Liu et al., 2015]. 
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8. Epigénétique chez les pucerons 

a. Acyrthosiphon pisum, un modèle d’étude pour la génomique des espèces 

aphidiennes 

Le puceron du pois, Acyrthosiphon pisum, a été la première espèce de pucerons pour laquelle un 

grand nombre de ressources génomiques ont été développées, par l’International Aphid Genomics 

Consortium (IAGC). A. pisum présente un génome de 540 Mb, des individus aisément manipulables 

compte tenu de leur taille relativement importante, ainsi que de nombreux traits d’histoire de vie 

typiques des pucerons comme les polyphénismes de reproduction et de dispersion, une diversité de 

bactéries endo-symbiotiques et une vection de phytovirus circulants et non-circulants. Depuis 2006, 

un grand nombre de ressources génomiques, génétiques et bioinformatiques ont ainsi été 

développées pour cet hémiptère [International Aphid Genomics Consortium, 2010 ; Tagu et al., 2014], 

avec notamment le séquenç age et l’assemblage de son génome en plus de 20 000 scaffolds. Grâce à 

ces outils, il a été mené plusieurs études portant sur des analyses transcriptomiques et épigénétiques 

chez A. pisum. 

b. Epigénétique chez les pucerons 

Les études épigénétiques menées chez les pucerons restent aujourd’hui peu nombreuses. Le génome 

d’Acyrthosiphon pisum présente deux homologues des méthyltransferases DNMT1 (dnmt1a et 

dnmt1b), une DNMT2 et deux DNMT3 (dnmt3a et dnmt3b) retrouvées chez les vertébrées 

[International Aphid Genomics Consortium, 2010]. Ceci suggère que cette espèce comporte un 

système fonctionnel de méthylation de l’ADN, bien que leur génome ne soit que très peu méthylé 

(0.69% du génome au total) [Walsh et al., 2010]. Une autre étude a quant à elle permis l’identification 

de protéines participant au remodelage de la chromatine, toujours chez Acyrthosiphon pisum, telles 

que des histones déacétylases, et des histones méthyltransférases (par identification d’histones H3K4 

et H3K9 méthylés), démontrant ainsi la présence d’une machinerie de régulation transcriptionnelle 

basée sur des marques histones [Rider Jr et al., 2010]. Des données de cytogénétique ([Mandrioli et 

Borsatti, 2007] concernant l’analyse des marqueurs épigénétiques de l’hétérochromatine 

d’Acyrthosiphon pisum ont quant à elles suggérées que l’hétérochromatine de cet organisme 

comporte un très faible taux de méthylation et que la majorité des méthylations se trouveraient au 

niveau de régions euchromatiniennes, et donc activement transcrites.  

Néanmoins aucune étude visant à étudier des modifications post-traductionnelles des histones ou 

l’organisation de la chromatine à l’échelle du génome en relation avec le polyphénisme de 

reproduction ou de la potentielle compensation de dose n’a à ce jour été publiée concernant les 

pucerons. Chez d’autres organismes, les mécanismes épigénétiques impliqués dans ces deux 

processus biologiques ont été finement caractérisés, et nous allons à présent les détailler en 

commenç ant par la compensation de dose chez l’Homme, D. melanogaster et C. elegans 
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C. Chromosome X et compensation de dose 

1. Définition de la compensation de dose 

Comme décrit précédemment, certaines espèces animales présentent un caryotype différent entre 

mâles et femelles avec une ou deux copies d’un chromosome sexuel selon le sexe, le chromosome 

sexuel unique pouvant être accompagné d’un autre chromosome généralement dégénéré [Bull et 

Charnov, 1977 ; Ellegren, 2011]. Chez les espèces hétérogamétiques femelles, telles que les oiseaux ou 

les serpents, les mâles possèdent deux chromosomes Z tandis que les femelles possèdent un seul 

chromosome Z accompagné ou non d’un chromosome W (systèmes ZZ/Z0, ZZ/ZW) [Marshall Graves et 

Shetty, 2001]. Chez les espèces hétérogamétiques mâles comme les mammifères, de nombreux 

insectes ou encore le nématode Caenorhabditis elegans, les femelles possèdent deux X et les mâles 

un seul, accompagné ou non d’un chromosome Y (systèmes XX/X0, XX/XY). Ces hétérogaméties ou la 

présence d’un chromosome sexuel mâle ou femelle spécifique (W ou Y) sont à l’origine du 

déterminisme du sexe chez de nombreuses espèces, tandis que d’autres se différencient en mâle ou 

en femelles par des facteurs environnementaux comme chez certains poissons par exemple [Devlin et 

Nagahama, 2002]. Quoi qu’il en soit, ces hétérogaméties génèrent un déséquilibre du nombre d’allèles 

associés au chromosome sexuel en simple ou double copie, générant éventuellement un déséquilibre 

de transcription des gènes portés par ce chromosome sexuel [Charlesworth, 1996]. Ces déséquilibres 

peuvent générer des dysfonctionnements cellulaires importants voire délétères, notamment pour les 

gènes du chromosome sexuel codant pour des protéines en interaction avec d’autres protéines 

codées par des gènes portés par les autosomes [Charlesworth, 1996]. Certaines espèces 

hétérogamétiques ont donc acquis au cours de l’évolution des mécanismes dits de compensation de 

dose, permettant de rétablir un équilibre de la transcription du chromosome sexuel X ou Z entre 

sexes par rapport aux autosomes [Muller, 1932 ; Lyon, 1961 ; Lucchesi, 1993].  

La compensation de dose peut être complète si elle régule la transcription d’une majeur partie des 

gènes associés au X ou au Z, ou elle peut être partielle lorsqu’elle régule la transcription uniquement 

d’un certain lot de gènes, sans doute critiques afin d’éviter des dysfonctionnements cellulaires. Trois 

mécanismes de compensation de dose ont été étudiés en profondeur à ce jour, et tous impliquent des 

mécanismes épigénétiques (Figure 17). 
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Figure 17 | Compensation de dose chez différents organismes modèles. Chez l’Homme, D. 

melanogaster et C. elegans, la transcription du chromosome X est équilibrée entre mâles et femelles 

vis-à-vis des autosomes grâce à des mécanismes de compensation de dose. Chez l’Homme, un des 

deux chromosomes X est complètement inactivé chez la femme. Chez la Drosophile, c’est un 

doublement la transcription par une augmentation de l’accessibilité de la chromatine du seul X des 

mâles qui permet un équilibrage de la transcription du X entre les deux sexes. Chez C. elegans, la 

compensation de dose est basée sur une réduction par deux de la transcription des gènes de chacun 

des deux X chez les individus hermaphrodites par une réduction de l’accessibilité de la chromatine. 
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2. Les mécanismes épigénétiques participant à la compensation de 

dose chez les organismes modèles 

a. Compensation de dose chez les mammifères 

Chez les mammifères, la compensation de dose s’effectue en grande partie par une répression globale 

de la transcription chez les femelles, mais également par une augmentation de la transcription de 

quelques gènes chez les mâles [Brockdorff et Turner, 2015]. Plusieurs études transcriptomiques 

[Nguyen et Disteche, 2006 ; Lin et al., 2007 ; Deng et al., 2011] ont en effet montré que les mâles 

comporteraient une augmentation de l’expression de plusieurs gènes de leur unique chromosome X, 

ce dernier comportant un ratio d’expression X : Autosomes supérieur à 0.5, et ce, de manière 

répétable. Cette augmentation n’étant pas globale, il est fait l’hypothèse que seuls les gènes les plus 

sensibles à une différence de dose (pour laquelle la non-compensation est par exemple léthale) 

feraient l’objet de cette augmentation de la transcription [Pessia et al., 2012]. La majeure partie de la 

compensation de dose chez les mammifères s’effectue donc chez les femelles, puisque la plupart des 

cellules de ces dernières comportent un corps de Barr, correspondant à une condensation complète 

de la chromatine d’un des deux chromosomes X [Brockdorff et Turner, 2015]. Ce mécanisme permet 

de n’avoir qu’un seul chromosome X actif que ce soit dans les cellules mâles ou femelles. Cette 

spectaculaire condensation de la chromatine du chromosome X maternel ou paternel chez les 

femelles est d’ailleurs reliée à certains phénotypes chez les mammifères, notamment les chattes à la 

robe écailles de tortue ou calicot. Chez le chat, le chromosome X est en effet porteur du gène 

responsable de la pigmentation du pelage, alors que les cellules somatiques des femelles ne 

comportent qu’un seul X actif, maternel ou paternel, choisi de manière aléatoire selon les cellules. 

Ainsi, en fonction que le X actif soit maternel ou paternel et en fonction des allèles portés par chacun 

de ces chromosomes X, la couleur du pellage peut être différente d’une cellule de l’épiderme à l’autre, 

et ainsi générer une robe spécifique aux femelles. Les mâles ne présentant qu’un seul chromosome X 

dans leur génome, soit maternel soit paternel, ils présentent un pelage uni du même type que leur 

mère ou leur père [Kalantry, 2011].  

La condensation de la chromatine à l’origine de l’inactivation du chromosome X (XCI) s’effectue grâce 

au X inactivation Center (XiC), un locus comportant les gènes codant pour les ARN non-codants Xist 

[Brown et al., 1991, 1992 ; Brockdorff et al., 1992], Tsix [Lee et al., 1999], Jpx [Tian et al., 2010] et Ftx 

[Chureau et al., 2011], tous impliqués dans l’inactivation du chromosome X, ainsi que des sites de 

fixation de protéines régulatrices. Le Xist est un lncARN transcrit tout d’abord faiblement par les deux 

X puis majoritairement par le X inactif. Le Xist s’enroule tout autour de la chromatine du chromosome 

X à inactiver, puis recrute les complexes protéiques Polycomb Repressor Complex 1 et 2 (PRC1 et 

PRC2), responsables d’un enrichissement global de la marque histone H3K27me3. PRC1 va ensuite 

permettre de stabiliser et maintenir l’inactivation du X par enrichissement de la mono-ubiquitination 

de la Lysine 119 de l’histone H2A (H2AK119Ub1) [Silva et al., 2003 ; de Napoles et al., 2004 ; 

Grossniklaus et Paro, 2014]. La chromatine du chromosome X inactif vis-à-vis du chromosome X actif 
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présente des niveaux élevés de méthylation de l’ADN, de méthylation de la Lysine 9 et de 

triméthylation de la Lysine 27 des histones H3, de faibles niveaux d’acétylation des queues des 

histones, ainsi que de faibles enrichissements de la marque H3K4me3 [O’Neill et al., 2008], et un 

enrichissement de l’histone variant macroH2A [Costanzi et Pehrson, 1998 ; Csankovszki et al., 1999]. 

b. Compensation de dose chez C. elegans 

Le nématode C. elegans comporte des individus mâles X0 et des individus hermaphrodites XX. La 

compensation de dose s’effectue chez cette espèce de manière exclusive chez les hermaphrodites par 

une division globale par deux de la transcription de leurs deux chromosomes X [Meyer, 2005]. Ce 

mécanisme de compensation implique un Dosage Compensation Complexe (DCC), ressemblant en de 

nombreux points au Condesin Complex responsable de la compaction de la chromatine et de la 

ségrégation des chromosomes lors de la méiose et de la mitose chez C. elegans [Lau et al., 2014]. Une 

des protéines essentielles du DCC est sex determination and dosage compensation defective 2 (SDC-

2), responsable : i) de la reconnaissance de manière spécifique des deux chromosomes X des 

hermaphrodites pour l’assemblage du DCC, ii) de la détermination du sexe en agissant de concert avec 

SDC-1 et SDC-3, plaç ant de ce fait SDC-2 au cœ ur du programme génétique des individus 

hermaphrodites. L’expression de sdc-2 est spécifique des individus hermaphrodites et son expression 

ectopique chez des individus X0 déclenche l’assemblage du DCC sur leur unique chromosome X, 

entraînant la mort de ces individus [Meyer, 2005]. SDC-2 est ainsi une protéine hermaphrodite 

spécifique nécessaire et suffisante à l’activation de la compensation de dose. Cette dernière est 

également basée sur la régulation par le DCC de l’activité des protéines SET-1 et SET-4 qui contrôlent 

ensemble l’enrichissement d’H4K20me1 le long des deux chromosomes X des individus 

hermaphrodites. Le DCC régule également l’activité de SIR-2.1, déplétant ainsi les chromosomes X de 

la marque active H4K16ac [Lau et al., 2014]. Ces deux phénomènes contribuent à réduire globalement 

l’expression des gènes portés par les deux chromosomes X des hermaphrodites afin qu’ils atteignent 

des niveaux de transcription équivalent au seul X des mâles. 

c. Compensation de dose chez la Drosophile 

Chez Drosophila melanogaster, la compensation de dose s’effectue exclusivement chez les individus 

mâles et implique différents éléments régulateurs [Conrad et Akhtar, 2012] : le complexe male-specific 

lethal (MSL, également appelé DCC bien que très différent du DCC de C. elegans), et les lncARN roX1 et 

roX2. Le complexe MSL est composé des protéines MSL1, MSL2, MSL3, maleless (MLE) et males-

absent-on-the-first (MOF) [Hamada et al., 2005 ; Straub et al., 2005]. L’assemblage du complexe MSL 

est orchestré par la protéine MSL2, retrouvée uniquement chez les mâles [Conrad et Akhtar, 2012]. En 

effet, chez les femelles, la traduction de l’ARNm msl2 est inhibée par la fixation de sex lethal (SXL), qui 

n’est pas correctement splicé chez les mâles, et donc pas exprimé [Sakamoto et al., 1992 ; Kelley et al., 

1997 ; Bashaw et Baker, 1997]. MSL2 va d’une part stabiliser MSL1 qui régule quant à elle l’intégration 

de MSL3 et MOF [Morales et al., 2004 ; Hallacli et Akhtar, 2009 ; Kadlec et al., 2011], et d’autre part 

permettre la transcription des lncARN roX1 et roX2 [Rattner et Meller, 2004 ; Lee et al., 2004 ; Li et al., 

2008 : 1 ; Aratani et al., 2008], intégrés par la suite au sein du complexe par MLE [Meller et al., 2000]. 

L’expression ectopique chez les femelles de MSL2 active l’assemblage complet du complexe MSL sur 
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les deux chromosomes X des femelles, ayant pour conséquence un phénotype léthal ; ceci démontre 

bien le rôle majeur de MSL2 au sein du mécanisme de compensation de dose de la Drosophile [Kelley 

et al., 1995]. Une fois assemblé, le complexe MSL va reconnaître des sites de haute affinité (HAS) 

distribués le long du chromosome X (Figure 18), puis se disséminer autour de ces HAS en ciblant des 

sites de faibles affinité correspondant notamment à des gènes [Palmer et al., 1994 ; Lyman et al., 

1997 ; Straub et al., 2008 ; Alekseyenko et al., 2008 ; Conrad et Akhtar, 2012]. Ce mécanisme est 

favorisé au niveau du chromosome X par la transcription des lncARN roX1 et roX2, mais peut 

également avoir lieu au niveau des autosomes que le complexe MSL peut cibler dans certaines 

conditions. Au niveau des sites de faible affinité, le complexe MSL va modifier les queues des histones 

en y déposant la marque H4K16ac grâce à la protéine MOF [Hallacli et Akhtar, 2009]. Cette marque 

active est globalement corrélée avec une augmentation de l’accessibilité de la chromatine aux facteurs 

de transcription, dont la RNAP II. Ce mécanisme fin va ainsi permettre une acétylation globale de la 

chromatine du seul X des mâles, conduisant à un doublement de la transcription du chromosome X, 

permettant ainsi d’équilibrer l’expression du X vis-à-vis des autosomes par rapport aux femelles 

[Conrad et Akhtar, 2012]. Le mécanisme permettant le doublement précis de la transcription du seul 

chromosome X des mâles reste cependant mal compris. 
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Figure 18 | Modèle de dispersion du complexe MSL au niveau du chromosome X des individus mâles 

dans le cadre de la compensation de dose de D. melanogaster. L'identification du chromosome X des 

mâles par le complexe de compensation de dose (DCC) est la première étape du processus de 

compensation de dose. A) Le DCC devient entièrement compétent pour le ciblage de la chromatine 

suite à l'incorporation des lncARN roX au niveau de leurs sites de synthèse sur le chromosome X. Le 

DCC atteint ensuite ses sites cibles finaux par diffusion au sein de la chromatine. Ces derniers 

correspondent à des sites de haute affinité (HAS), attirant le DCC vers de multiples loci à travers le 

chromosome X à partir d'où il se propage sur ses sites de faible affinité. B) Il a été proposé que 

l'attraction physique du DCC par un HAS entraînerait une augmentation locale de la concentration en 

DCC. Ce deséquilibre biochimique local déclencherait alors la fixation du DCC à des sites de faible 

affinité, où le DCC générerait des modifications post-traductionnelles d’histones, à savoir H4K16ac, 

permettant une augmentation de la transcription de gènes actifs. Comme le DCC est capable de 

modifier les histones pendant des interactions transitoires dans l'espace tridimensionnel de la 

chromatine, la marque H4K16ac peut se répartir sur plusieurs kilobases autour des sites de liaison du 

DCC. L'exposition de ces sites au DCC grâce à la structure tridimensionnelle de la chromatine dans le 

noyau pourrait constituer un mécanisme de diffusion alternatif du DCC. D’après [Conrad et Akhtar, 

2012]. 
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3. Étude de la compensation de dose chez les insectes non-

drosophilides 

Outre les organismes modèles pré-cités chez qui la compensation de dose a été caractérisée à des 

niveaux très fins, il a été montré que d’autres organismes, non-modèles ou néo-modèles, présentent 

une compensation de dose au niveau transcriptionnel (aucune étude épigénétique n’ayant été menée 

chez ces organismes dans le cadre de la compensation de dose). La caractérisation au niveau 

transcriptionnel de la compensation de dose est principalement effectuée par la comparaison des 

ratios d’expression de l’ensemble des gènes portés par le (les) chromosome(s) X ou Z sur l’ensemble 

des gènes portés par les autosomes autosomes, et ce au sein de chaque sexe. Il est également 

possible de comparer la distribution de l’expression des gènes portés par le X (ou le Z) vis-à-vis des 

gènes portés par les autosomes [Deng et al., 2011] en filtrant au préalable les gènes les moins 

exprimés ou tissus spécifiques [Deng et al., 2011]. Ce type d’expérimentation a été menée notamment 

chez Manduca sexta [Smith et al., 2014], Anopheles stephensi [Jiang et al., 2015] et Anopheles gambiae 

[Hahn et Lanzaro, 2005 ; Baker et al., 2011] : des compensations de dosage complètes ont été mises 

en évidence avec des ratios X:AA = 1 chez les mâles et les femelles, et des différences non-

significatives de distribution d’expression des gènes liés aux autosomes et au X. Chez Tribolium 

castanaeum, une compensation de dose semble être présente chez les mâles, présentant un ratio 

d’expression X:AA égal à 1. Cependant le chromosome X de cette espèce étant enrichie en gènes 

femelle-biaisées, les femelles présentent un ratio X:AA > 1, s’éloignant ainsi de la compensation de 

dose canonique [Prince et al., 2010]. Certains insectes du genre Strepsitera ont quant à eux montré 

une compensation de dose partielle (ciblant certains gènes) [Mahajan et Bachtrog, 2015], tandis que 

Teleopsis dalmanii ne présente pas de compensation de dose (X:AA = 0.5 chez les mâles, XX:AA= 1 

chez les femelles) [Wilkinson et al., 2013]. Chez le puceron du pois Acyrthosiphon pisum, la 

compensation de dose a été étudiée au niveau transcriptomique [Jaquiéry et al., 2013 ; Pal et Vicoso, 

2015], et fait l’objet d’un chapitre dédié au sein de ce manuscrit (V. Chapitre 1).  

Chez la plupart de ces organismes non-modèles, la compensation de dose a été étudiée par 

l’intermédiaire de RNA-seq d’invidus mâles et femelles entiers ou à des stades larvaires précoces, et 

donc sexuellement immatures. Cependant, l’utilisation de ce type de matériel biologique peut induire 

des biais importants dans l’évaluation et la caractérisation de la compensation de dose au niveau du 

chromome X entre les deux sexes, ce mécanisme pouvant être tissu spécifique [Deng et al., 2011]. 

Ainsi, il a été suggéré qu’afin de tester de manière précise la compensation de dose chez un 

organisme, il est important de réaliser des analyses d’expression différentielle de gènes au sein de 

plusieurs tissus afin de déterminer quels gènes sont tissus spécifiques, et éliminer ces gènes lors du 

calcul des ratios X:A. Cette filtration concerne notamment les gènes spécifiques des gonades et des 

têtes, ces tissus présentant généralement des profils de compensation différents comparativement à 

d’autres tissus considérés «  neutres » (membres, muscles, organes vitaux) [Deng et al., 2011]. En outre, 

une filtration graduelle des gènes selon leur expression avant le calcul des ratios X:A, au sein de 

chaque tissu, permet une détermination précise de la compensation de dose chez les mâles et les 

femelles.  
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Après avoir détaillé l’implication des mécanismes épigénétiques au sein de la compensation de dose, 

intéressons-nous à présent au rôle de ces mécanismes dans le cadre de la plasticité phénotypique, et 

plus particulièrement dans la régulation du polyphénisme chez les insectes. 

 

D. Plasticité phénotypique, polyphénismes et mécanismes 

épigénétiques chez les insectes 

Au cours de ces dernières années, des avancées ont été réalisées concernant la compréhension du 

rôle des mécanismes épigénétiques dans le cadre de divers polyphénismes existant chez les insectes. 

Les exemples de polyphénisme les mieux caractérisés chez ces derniers du point de vue des 

mécanismes moléculaires sous-jacents correspondent à ce jour au polyphénisme de caste chez les 

abeilles, par exemple Apis melifera [Evans et Wheeler, 1999], et chez les fourmis telles que 

Camponotus floridanus [Bonasio, 2014], ainsi qu’au polyphénisme de phase chez les criquets, 

permettant aux individus d’adopter un comportement solitaire ou grégaire en fonction de stimuli 

environnementaux [Ernst et al., 2015]. Chacun de ces trois polyphénismes impliquent des 

mécanismes épigénétiques qui vont maintenant être détaillés. 

1. Le polyphénisme de castes chez l’abeille 

Le polyphénisme de castes chez Apis melifera consiste principalement en une différenciation entre la 

caste des ouvrières, accomplissant la plupart des tâches nécessaire au fonctionnement et à la survie 

de la ruche, et la caste de la reine, unique individu capable de se reproduire au sein de la ruche et 

comportant un phénotype extrêmement différent des ouvrières (taille plus importante, appareil 

reproducteur fonctionnel, comportement différent vis-à-vis des prédateurs et des congénères) [Page 

et al., 2006] (Figure 1). Ce polyphénisme de castes est déclenché par une nutrition spécifique des 

larves afin qu’elles deviennent reines : si une larve est nourrie à base de gelée royale lors de son 

développement, alors des programmes génétiques spécifiques seront mis en place afin d’orienter son 

développement en reine [Wilson, 1971 ; Welch et Lister, 2014]. D’un point de vue des mécanismes 

épigénétiques mis en place dans ce polyphénisme, l’abeille constitue sans doute l'exemple le mieux 

caractérisé à ce jour concernant l'implication de la méthylation de l'ADN dans un polyphénisme chez 

les insectes [Welch et Lister, 2014]. La première preuve que la méthylation de l'ADN joue un rôle 

central dans la détermination des castes des abeilles a été obtenue par ARN interférant (RNAi) ciblant 

le gène Dnmt3. Cet expérience a entraîné une modification du devenir des larves, puisqu’un quart des 

larves non-traitées se sont développées en reine, tandis que trois-quarts des larves présentant un 

gène Dnmt3 silencieux sont devenues des reines [Kucharski et al., 2008]. Une autre étude plus récente 

a montré que l'expression de Dnmt3 était significativement plus faible au cours du développement de 

larves alimentées expérimentalement avec de la gelée royale [Shi et al., 2011]. Le profilage du 

méthylome de larves nourries avec de la gelée royale ou commune pendant 4 jours après éclosion a 

révélé que dans 80% des régions différentiellement méthylées identifées, les larves à destinée 
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ouvrière comportaient des niveaux de méthylation plus élevés que les larves à destinée de reine 

[Foret et al., 2012]. Ceci suggère que la méthylation d'ADN de novo régulée par Dnmt3 serait cruciale 

pour la définition de la trajectoire développementale des larves chez A. melifera, sans doute par 

réduction de la transcription de nombreux gènes chez les larves à destinée ouvrière. Enfin, des 

méthylations différentielles ont été identifiées entre le cerveau des reines et des ouvrières au niveau 

de 550 gènes, dont une protéine membranaire GB18602, un gène codant une protéine 

transmembranaire cadhérine GB18207 et TAP42 impliqué dans la signalisation de type «  Target of 

Rapamycin » (TOR) responsable de la réaction des cellules vis-à-vis de la disponibilité en énergie et de 

l’hypoxie. Cela suggère l’implication de la méthylation des cytosines dans la définition du 

comportement de ces deux castes [Lyko et al., 2010]. 

Les comparaisons de séquences des gènes d’A. melifera avec leurs homologues chez les espèces 

modèles (Humain, C. elegans, A. thaliana, D. melanogaster, Escherichia coli) indiquent une plus grande 

conservation de séquence des gènes présentant un corps méthylé par rapport au gènes comportant 

un corps non-méthylé, suggérant ainsi que la régulation de ces loci par des modifications 

épigénomiques serait fortement conservée par l'évolution [Lyko et al., 2010]. Welch et Lister ont émis 

l'hypothèse que l'expression de Dnmt3 serait inhibée par la prise de gelée royale, limitant alors le 

potentiel de la méthylation de novo de l’ADN chez les larves destinées à la caste royale, tandis que 

l'accumulation active de méthylations de novo de l’ADN au niveau de certains gènes conservés par 

l’évolution permettrait l’orientation du développement vers la caste ouvrière [Welch et Lister, 2014]. En 

outre, il existe un lien fort entre la méthylation du corps des gènes et la formation de transcrits 

alternatifs en relation avec le polyphénisme de caste chez les abeilles. Il y a en effet un enrichissement 

du complexe spliceosomal et de facteurs d’épissage au niveau des gènes méthylés, ainsi qu’une 

formation accrue de transcrit alternatifs au niveau de ces gènes. Il est ainsi suggéré que les régions 

méthylées dans le corps des gènes pourraient jouer un rôle dans la sélection des exons inclus dans les 

transcrits matures [Foret et al., 2012]. 

En outre, plusieurs modifications post-traductionnelles d'histones différentielles entre les deux castes 

ont été caractérisées et ne semblent pas être causées directement par l'ingestion de gelée royale, 

pourtant à l’origine de la modification de la trajectoire de développement des larves [Wilson, 1971 ; 

Dickman et al., 2013]. La gelée royale est une substance complexe contenant des protéines, des 

lipides, des sucres, des vitamines, des minéraux et divers composés bioactifs [Viuda-Martos et al., 

2008]. L'un des principaux constituants de la gelée royale est un inhibiteur d’histone déacétylase 

(HDAC inhibitor) : l'acide (E)-10-hydroxy-2-décénoïque (10HDA). Comme décrit précédemment, les 

histones acétylées permettent une conformation plus accessible de la chromatine, en général associée 

à des niveaux plus élevés d'expression génique [Strahl et Allis, 2000]. Il a été montré que le 10HDA 

peut réactiver des gènes silencieux par son activité inhibitrice d’HDAC dans certains modèles de 

cellules humaines [Spannhoff et al., 2011]. Cependant, il n'a toujours pas été démontré chez l’abeille 

que l'apport alimentaire d'inhibiteurs d’HDAC peut entraîner des changements de l'épigénome.  
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2. Le polyphénisme de castes chez les fourmis 

Les fourmis présentent également un polyphénisme de castes orientant le développement des larves 

en ouvrières, en guerrières ou en reine. En fonction des espèces, ce polyphénisme peut être 

déterminé par la nutrition avec de la gelée royale, comme chez Camponotus floridanus et 

Harpegnathos saltator [Bonasio et al., 2012], ou par un déterminisme génétique comme chez 

certaines lignées de Pogonomyrmex barbatus [Volny et Gordon, 2002]. Chez Camponotus floridanus, 

un ensemble de gènes différentiellement méthylés entre reines et travailleuses a été identifié par 

comparaison de leurs méthylomes [Bonasio et al., 2012]. Certains de ces gènes ont été identifiés 

comme conservés entre C. floridanus (sous-famille Formicinae) et Harpegnathos saltator (sous-famille 

Ponerinae) [Bonasio et al., 2012]. Cette observation suggère que la régulation épigénétique des traits 

spécifiques aux castes pourrait donc être similaire entre ces deux familles. Parmi ces gènes conservés, 

certains comportent des annotations fonctionnelles en relation avec la reproduction, suggérant ainsi 

que le polyphénisme de caste, ici relié à la reproduction, pourrait être sous contrôle épigénétique, et 

plus particulièrement régulé par la méthylation de l'ADN [Bonasio, 2014]. En accord avec cette 

hypothèse, il a été identifié des CpG méthylés de faç on moins fréquente chez des lignées comportant 

des castes déterminées de manière génétique par rapport à des lignées comportant des castes 

déterminées de manière environnementale chez Pogonomyrmex barbatus [Volny et Gordon, 2002] 

[Smith et al., 2012]. 

Outre la méthylation de l’ADN, les modifications post-traductionnelles des histones ont fait l'objet 

d'études approfondies chez Camponotus floridanus, qui est actuellement l'exemple le mieux 

caractérisé de l’implication de marques histones en lien avec un polyphénisme chez les insectes 

[Simola et al., 2013a]. Des études de ChIP-seq et/ou de RNA-seq ont été menées chez C. floridanus et 

H. saltator afin d’identifier les marques histones différentiellement enrichies entre les différentes 

castes de ces deux espèces. Il a d’abord été identifié que les différentes familles d'enzymes 

permettant la modification des histones sont largement conservées entre C. floridanus et H. saltator 

[Bonasio et al., 2010]. Chez cette dernière, il a été montré que des gènes codant pour des histones 

méthyltransférases de la famille des SMYD (contenant des domaines SET et MYND) possèdent des 

profils d’expression caste-spécifiques [Bonasio et al., 2010]. Cette famille d'enzymes jouerait ainsi un 

rôle important dans la détermination des castes. Chez C. floridanus, il a été montré que des 

changements dans le paysage épigénétique au niveau de certains gènes codant permettraient de 

discriminer deux castes d’ouvrières, mineures et majeures, chacune ayant son propre comportement 

d’exploration et de recherche de ressources. La marque histone H3K27ac a notamment été identifiée 

comme la marque la plus différentiellement enrichie entre ces deux castes [Simola et al., 2013b]. De 

plus, le gène codant pour un homologue de CBP chez C. floridanus, c’est-à-dire la protéine 

responsable du dépôt d’H3K27ac chez D. melanogaster [Spannhoff et al., 2011], a été identifié comme 

différentiellement exprimée entre ces deux castes. 
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3. Le polyphénisme de phase chez le criquet 

Les criquets présentent un polyphénisme de phase, c’est-à-dire la capacité d’un individu à adopter un 

comportement solitaire ou grégaire en fonction de son environnement. Ce polyphénisme est 

déclenché par le contact d’un individu avec son environnement ou avec ses congénères au niveau de 

ses pattes arrières [Ellis, 1959 ; Simpson et al., 2001]. Les criquets ainsi stimulés vont adopter un 

comportement grégaire et leur descendance arborera des couleurs vives permettant d’attirer d’autres 

individus grégaires [Uvarov et al., 1966 ; Pener et Simpson, 2009] (Figure 19), mais également des 

individus solitaires, occasionnant alors des contacts physiques entre individus et permettant donc 

l’adoption d’un comportement grégaire par des individus solitaires [Ernst et al., 2015]. Lors de la 

raréfaction de la nourriture, les surfaces vont se réduire, les criquets seront davantage concentrés, de 

nombreux individus vous entrer en contact entre eux et le poplyphénisme de caste va provoquer la 

formation de nuages entiers de criquets, favorisant leur déplacement vers de nouvelles ressources, et 

capables de réduire à néant des hectares de cultures agronomiques, le criquet étant une espèce 

phytophage.  

La méthylation de l'ADN chez le criquet a commencé à être étudiée par Wyatt en 1951, qui a montré 

que 0,96% des cytosines était méthylées au sein du génome de Locusta migratoria en utilisant une 

hydrolyse quantitative des acides nucléiques [Wyatt, 1951]. Ces résultats ont été vérifiés plus 

récemment par un séquenç age au bisulfite où 1.3% des cytosines totales ont été identifiées comme 

méthylée chez L. migratoria [Robinson et al., 2011], et 1.3% à 1.9% chez Schistocerca gregaria en 

fonction des tissus [Boerjan et al., 2011]. Chez ces deux espèces de criquets, et à l’instar de nombreux 

insectes, des méthylcytosines (5mc) sont retrouvées dans le corps des gènes et au niveau des 

éléments répétés [Robinson et al., 2011]. Une analyse comparative du méthylome de tissus cérébraux 

d’individus solitaires et grégaires chez L. migratoria a montré que les régions codantes comportaient 

moins de méthylation des CpG que le reste du génome [Wang et Kang, 2014]. De plus, cette même 

étude a montré que 90 gènes sont différentiellement méthylés entre individus solitaires et grégaires. 

En analysant la fonction de ces gènes, il s’avère que des processus tels que le développement du 

cytosquelette, la plasticité synaptique et le contrôle de la dynamique des microtubules joueraient un 

rôle dans la transition d’une phase à l’autre au niveau du cerveau de L. migratoria [Ernst et al., 2015]. 

Les modifications post-traductionnelles des histones pourraient également être impliquées puisqu’il a 

été montré chez S. gregaria que les tissus cérébraux des individus grégaires comportent des histones 

H3 en moyenne plus phosphorylées que celles des individus solitaires [Ernst et al., 2015]. L’ensemble 

de ces résultats suggère un rôle potentiel des mécanismes épigénétiques dans le contrôle du 

polyphénisme de phase chez le criquet. 
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Figure 19 | La coloration corporelle de S. gregaria dépend en grande partie de sa phase et de son 

stade de développement. Sont ici représentés des mâles au dernier stade larvaire (A, C) et au stade 

imago (B, D). Les criquets solitaires (C, D) sont plus grandes et colorées de manière discrète tandis que 

les criquets grégaires (A, B) présentent des couleurs aposématiques. D’après [Ernst et al., 2015]. 

 

Nous avons donc montré dans cette synthèse bibliographique que divers mécanismes épigénétiques 

sont impliqués d’une part dans la régulation du polyphénisme chez des insectes tels que les abeilles, 

les fourmis et les criquets, et d’autre part dans la compensation de dose de l’insecte modèle D. 

melanogaster. Concernant le puceron du pois - l’organisme d’étude de cette thèse - il a été montré 

que dans le cadre du polyphénisme de reproduction, des gènes impliqués dans des régulations 

épigénétiques sont régulés au cours de la différenciation des cellules germinales des embryons 

présentant une future reproduction sexuée ou asexuée (histones linker H1, histone H2B.3, suv(4)-

20H1 et uhrf1). Dans le cadre de la compensation de dose d’A. pisum, un profil différentiel 

d’expression du chromosome X a été identifié entre mâles et femelles, suggérant une potentielle 

compensation de dose chez A. pisum, et donc l’implication éventuelle de mécanismes épigénétiques 

régulant l’accessibilité de la chromatine dans ce processus. Nous allons maintenant présenter les 

objectifs et stratégies de cette thèse, puis poursuivre avec une description générale du matériel 

biologique et des méthodes qui ont été utilisées. 
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III. Objectifs et stratégies 

 

Ma thèse a pour objectif d’étudier chez A. pisum l’accessibilité de la chromatine et la transcription des 

gènes dans le cadre i) de la potentielle compensation de dose pouvant avoir lieu au niveau des gènes 

portés par le chromosome X des pucerons mâles et des femelles, et ii) du polyphénisme de 

reproduction, ces deux processus biologiques ayant lieu au cours du cycle annuel de reproduction des 

pucerons (Figure 20).  

Concernant la compensation de dose chez les pucerons, nous allons vérifier s’il existe un différentiel 

d’expression global au niveau du chromosome X entre mâles et femelles par RNA-seq, ou au contraire 

si leurs niveaux d’expression sont équivalents chez A. pisum. Ces étapes seront réalisées grâce à des 

données de RNA-seq qui ont été générées par [Jaquiéry et al., 2013] de manière antérieur à ma thèse, 

ainsi qu’à l’aide d’une nouvelle assignation du chromosome X et des autosomes du génome d’A. pisum 

[Jaquiéry et al., 2017]. Grâce à cette nouvelle assignation, nous allons également vérifier s’il est 

possible d’identifier un profil d’accessibilité de la chromatine différentiel entre mâles et femelles au 

niveau du chromosome X et des autosomes par Formaldehyde Assisted Isolation of Regulatory 

Elements suivie d’un séquenç age haut-débit (FAIRE-seq). Ces données vont principalement être 

analysées d’un point de vue de l’accessibilité globale de la chromatine entre chromosome X et 

autosomes chez ces deux sexes. Les résultats obtenus suite à ces expériences font l’objet d’un article 

publié dans Epigenetics & Chromatin, présenté au sein du Chapitre I.  

Concernant le polyphénisme de reproduction, nous avons appliqué les méthodes de FAIRE-seq et 

RNA-seq aux quatre derniers stades embryonnaires d’A. pisum (stades 17 à 20), à devenir sexué ou 

asexué, en fonction d’un traitement hormonal subit par leur mère, selon un protocole utilisé par 

[Gallot et al., 2012] qui sera détaillé plus amplement en Matériel et Méthodes. Nous allons étudier les 

programmes génétiques associés aux phénotypes alternatifs lors du basculement du mode de 

reproduction en comparant les données d’expression et d’accessibilité de la chromatine. Dans un 

premier temps, nous allons cartographier l’ensemble des régions du génome associées à une 

accessibilité différentielle de la chromatine entre embryons à devenir sexué et asexué selon leur stade 

de développement. Ces régions d’intérêt seront ensuite caractérisées afin d’identifier des éléments 

régulateurs putatifs (enhancers, silencers) qui seront mis en relation avec des gènes dont l’expression 

est régulée et dont nous analyserons les fonctions putatives. Les résultats seront présentés dans un 

second chapitre sous forme d’un manuscrit. 

Un synopsis général concernant les expérimentations biologiques et les expérimentations 

bioinformatiques utilisées lors de ces travaux va maintenant être décrit.  
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Figure 20 | Objectifs et stratégies concernant les deux questions de ma thèse. L’une concerne la 

compensation de dose entre mâles et fmelles, et l’autre le polyphénisme de reproduction, deux 

processus biologiques associés au cycle de vie du puceron du pois. 
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IV. Matériel et Méthodes 

A. Acquisition du matériel biologique 

1. Compensation de dose 

Des individus entiers mâles et femelles asexuées du clone LSR1 ont été utilisés pour l’extraction FAIRE. 

Des femelles parthénogénétiques sont initialement élevées sur Vicia faba à faible densité (moins de 

cinq individus par plante) pendant au moins deux générations afin d’empêcher la production de 

morphes ailés. La parthénogenèse des femelles asexuées est maintenue sous une photopériode de 

16h et à une température de 18° C. Après 3 générations à faible densité, 20 femelles asexuées adultes 

(Figure 21) ont ensuite été directement congelées dans de l'azote liquide pour l'extraction FAIRE. La 

production d'individus mâles nécessite un protocole particulier. Des femelles de stade L3 sont ainsi 

transférées de conditions de photopériode longue en condition de jours courts (12h de jour et 12h de 

nuit, toujours à 18° C), un tel régime photopériodique permettant l’induction de morphes sexués 2 

générations plus tard [Jaquiéry et al., 2013]. En effet, une fois devenues adultes, quelques-uns des 

descendants de ces femelles asexuées sont conservés au stade L1 (ce sont les individus dits 

«  sexupares », à savoir des individus parthénogénétiques qui produisent des d’individus sexués dans 

leur descendance) jusqu’à ce qu’ils atteignent à leur tour le stade adulte. Ces derniers vont ensuite 

produire successivement dans leur descendance des femelles sexuées, des mâles puis quelques 

femelles asexuées. Les individus mâles sont ensuite spécifiquement conservés une fois devenus 

adultes (Figure 21) puis congelés dans l’azote liquide par lots de 100 pour la réalisation des extractions 

FAIRE. Il est à noter que des extractions FAIRE ont également été réalisées sur des femelles sexuées, 

mais les résultats n’ont pas été concluant (discutés en Chapitre I). 

 

Figure 21 | Morphologie des morphes asexués et sexués d’Acyrthosiphon pisum, le puceron du pois. 

A) Une femelle asexuée caractérisée essentiellement par l’observation des yeux des embryons (flèche 

noire) au travers de la cuticule abdominale. B) Une femelle sexuée présentant des œ ufs au sein son 

abdomen, caractérisés par l’observation de formes oblongues vertes par transparence au travers de la 

cuticule. C) Photographie de l’accouplement entre un mâle et une femelle sexuée. Les mâles sont 

caractérisés par une taille plus réduite, ainsi que par un abdomen plus fin et une pigmentation 

cuticulaire différente de celle des femelles. 
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2. Polyphénisme de reproduction 

Pour étudier le polyphénisme de reproduction chez A. pisum, un protocole similaire à celui décrit par 

[Gallot et al., 2012] a été utilisé, et consiste à récupérer par dissection les embryons provenant de 

femelles parthénogénétiques placées en conditions de photopériodique courte suivant deux 

modalités de traitement hormonal (avec ou sans kinoprène, un analogue de l’Hormone Juvénile) 

[Gallot et al., 2012], permettant in-fine d’isoler des embryons synchrones de femelles à destinée 

reproductive asexuée ou sexuée (Figure 22).  

Des femelles parthénogénétiques du clone LSR1 d’A. pisum sont initialement élevées sur Vicia fabae à 

18° C sous une photopériode de 16 heures de jour (8h de nuit) et à faible densité (5 individus par 

plante) pendant au moins deux générations pour empêcher la production de morphes ailés. Environ 

200 femelles parthénogénétiques de 3

ème

 stade larvaire (5 par plante) sont ensuite transférées en 

régime de photopériode courte (12h de jours, 12h de nuit toujours à 18° C), qui est la condition 

nécessaire à l’induction d’individus sexués 2 générations plus tard. Une fois devenus adultes, une 

partie de leurs descendants est conservée au stade L1. Ces individus dits «  sexupares » produiront 

ensuite une fois devenus adultes successivement des femelles sexuées (40 1ers produits), une 

trentaine de mâles et enfin quelques femelles asexuées. Dans le cadre de notre protocole, ces 

individus L1 (8 par femelle adulte) sont récupérés sur une fenêtre de temps réduite (environ 6h) afin 

de synchroniser leur développement pour la suite de l’expérimentation. Environ 1600 individus de 

stade L1 sont ainsi conservés (5 par plante). Une fois que ces individus atteignent le stade L3, une 

deuxième phase de synchronisation (fenêtre de 12h) est réalisée au moment de la mue du stade L3 

vers le stade L4, afin de ne conserver que des femelles sexupares de même âge et dont les embryons 

les plus avancés sont exactement au stade 16 de leur développement. 1000 individus synchronisés de 

stade L4 sont ainsi utilisés (5 par plante) pour la phase de traitement hormonal. 

En effet, 24 heures après cette synchronisation, ces femelles sexupares synchrones sont séparées en 

deux groupes de 500 individus, chacun subissant un traitement différent. Le premier groupe est traité 

par application ectopique sur leur abdomen de 50 pl d’acétone. Celui-ci n’ayant aucun effet particulier, 

les embryons de ces femelles sexupares ainsi traitées continuent de se différencier en embryons à 

destinée reproductive sexuée comportant donc des lignées germinales haploïdes se différenciant en 

œ ufs non-fertilisés à l’âge adulte. Le second groupe de femelles sexupares est quant à lui traité par 

l’application ectopique sur leur abdomen de 400ng de kinoprène dilués dans 50 pl d’acétone. Le 

kinoprène est un analogue de l’hormone juvénile ayant pour effet de modifier les programmes 

génétiques exprimés dans les cellules germinales des embryons de ces femelles sexupares. Ces 

embryons vont alors se destiner à une reproduction asexuée et produire des lignées germinales 

diploïdes se différenciant en embryons à l’âge adulte. Il est important de rappeler que toutes ces 

manipulations s’effectuent sous un régime de photopériode courte (12h de jour, 12h de nuit). Ce 

protocole basé sur [Corbitt et Hardie, 1985], puis modifié par [Gallot et al., 2012] permet ainsi la 

production synchronisée d’embryons à devenir sexué ou à devenir asexué sous une condition de 

photopériode unique. Suite à ce traitement, des embryons sont collectés par dissection toutes les 24h 

comme décrit en figure 22. Il a été préalablement établi au laboratoire [Gallot et al., 2012] qu’au sein 
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des abdomens d’individus sexupares, le dernier stade embryonnaire capable de répondre au 

traitement au kinoprene et de réverser le devenir de sa lignée germinale est le stade 17, ce stade de 

développement précis étant caractérisé de «  flexible ». Les 3 stades suivant (18, 19 et 20, qui est le 

dernier stade embryonnaire avant la naissance d’individus au premier stade larvaire) sont 

développementalement déterminés (non-flexibles donc) pour être sexués (et acétone) ou asexués 

(kinoprène). Les embryons les plus développés chez les femelles sexupares L4 + 24h sont ainsi au 

stade 17 (T0) tandis que les embryons les plus développés des individus L4 + 48 h sont au stade 18 

(T1Sex ou T1Asex suivant le type de traitement). 24h plus tard, ces femelles sexupares font ensuite 

leur dernière mue deviennent adulte et leurs embryons les plus développés sont au stade 19 (T2Sex 

ou T2Asex). A nouveau 24h plus tard, les embryons les plus développés de ces femelles adultes sont 

au stade 20 (T3Sex ou T3Asex). Ainsi, par dissection des sexupares L4 ou adultes toutes les 24h après 

les traitements initiaux, il est possible de récupérer des embryons de stades déterminés, 

synchronisés, sexués ou asexués. Pendant les 4 jours de l’expérimentation, les femelles sexupares (L4 

ou adulte) sont disséquées et les 6 embryons les plus développés ont été collectés. Les quantités 

minimales de matériel biologique nécessaires à la réalisation des extractions FAIRE ont été 

déterminées au préalable, aboutissant à la collecte de 800 embryons de stade 17, 600 embryons de 

stade 18, 400 embryons du stade 19 et 300 embryons du stade 20 et ce pour les 2 conditions de 

traitement. L’effectif est ainsi variable selon les différents stades afin de récupérer un poids frais de 

matériel équivalent pour chaque échantillon. Les extractions d’ARN nécessitent moins de matériel 

biologique puisque 60 embryons par stade sont suffisants. Les embryons ainsi collectés ont été 

congelés dans de l'azote liquide et conservés à -80° C. Cette procédure a été répétée au total 9 fois au 

cours de ma thèse afin de générer autant de répétitions biologiques de la cinétique entière et de ne 

séquencer in fine que les 3 réplicats biologiques les mieux corrélés sur la base de leur ratio FAIRE 

(détaillé ci-dessous). Pour chaque expérience et traitement, quelques femelles sexupares adultes 

traitées avec de l’acetone ou de l’acetone et du kinoprene ont été gardées vivantes afin de vérifier par 

analyse morphologique de leur descendance que le traitement a bien induit les phénotypes attendus 

(femelles sexuées ou femelles asexuées respectivement). 



IV. Matériel et Méthodes  A. Acquisition du matériel biologique 

 

 

67 

 

Figure 22 | Protocole permettant la production synchronisée d'embryons asexués et sexués dans une 

condition de photopériode courte. En conditions de photopériode courte, Les larves de quatrième 

stade sont tout d’abord synchronisées sur une fenêtre de 12 heures. 24 heures après la fin de la 

synchronisation (L4+24h), une moitié de ces individus sont traités avec de l’acétone (qui n'a aucun 

effet sur le développement des embryons), ce qui permet de collecter des embryons avec des lignées 

germinales haploïdes, à reproduction sexuée. L’autre moitié des individus sont traités avec du 

kinoprène, un analogue de l’hormone juvénile qui modifie le devenir des lignées germinales des 

embryons, permettant ensuite de collecter des embryons à reproduction asexuée comportant une 

lignée germinale diploïde. Pour chaque individu ainsi traité, les six embryons les plus développés sont 

récoltés par dissection juste après le traitement acétone (T0) et toutes les 24 heures pendant 3 jours 

chez les individus traités à l’acétone (embryons T1Sex, T2Sex, T3Sex) ou au kinoprène (T1Asx, T2Asx, 

T3Asx). Le FAIRE-seq a ensuite été effectué sur le nombre d’embryons indiqué pour chaque stade 

étudié. Un RNA-seq a été réalisé sur 60 embryons pour chacun des stades et des conditions de 

traitement. 
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B. Formaldehyde Assisted Isolation of Regulatory 

Elements suivi d’un séquenç age haut-débit (FAIRE-seq) 

1. Protocole utilisé 

Le FAIRE est un protocole permettant l’extraction des régions chromatiniennes accessibles du 

génome. Dans le cadre du protocole utilisé au cours de ma thèse, les tissus congelés sont tout d’abord 

pulvérisés dans de l’azote liquide, puis subissent une lyse cellulaire et un broyage fin des tissus. Ces 

étapes sont suivies d’une fixation au formaldéhyde créant des liaisons covalentes entre ADN et 

protéines par la formation de ponts méthylène. Cette fixation est ensuite stoppée par ajout de glycine, 

et la chromatine ainsi fixée est fragmentée par sonication. Une partie de cette chromatine soniquée 

est utilisée pour l’extraction d’ADN FAIRE. Dans ce cas, la chromatine soniquée est directement 

extraite à l’aide de phénol-chloroforme, permettant de séparer l’ADN libre dépourvu de nucléosomes 

(phase aqueuse) de l’ADN fermé, constitué d’ADN et de protéines (phase organique). L’ADN libre ainsi 

obtenu correspond à l’ADN FAIRE. L’autre partie de l’ADN soniqué est utilisée pour l’extraction de 

l’ADN Contrôle, celui-ci correspondant à l’ensemble de l’ADN génomique (fermé et ouvert). Cet ADN 

Contrôle est obtenu par une annulation de la fixation au formaldéhyde, notamment par une 

dégradation des protéines à l’aide de protéinase K, puis par une extraction au phénol-chloroforme où 

l’ensemble de l’ADN génomique est extrait (Figure 23). 
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Figure 23 | La procédure FAIRE. D’après [Simon et al., 2012]. 
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Les extractions FAIRE ont été réalisées dans les deux volets de cette thèse selon le protocole décrit 

pour des tissus congelés par [Simon et al., 2012] avec certains paramètres optimisés au sein du 

laboratoire pour notre modèle. Les tissus ont d'abord été broyés à l'aide d'un Biospec Bio-pulverizer 

et ont ensuite été fixés par addition de 3% de formaldéhyde (Thermo Scientific Pierce) pendant 8 min. 

La fixation est arrêtée par addition de glycine à 125 mM. Suite au rinç age et à la suspension des culots, 

les tissus sont broyés avec un Tissue Lyser Qiagen en utilisant des billes métalliques Qiagen, pendant 

cinq cycles de 5 minutes, chacun étant interrompu pendant 2 min. Les étapes de sonication sont 

effectuées en utilisant un Bioruptor Plus Diagenode pendant 12 cycles de 30 secondes, chacun étant 

interrompu pendant 30 secondes. Les étapes d'extraction au phénol chloroforme sont effectuées en 

utilisant du phénol-chloroforme Sigma. Suite à son extraction, l'ADN de FAIRE est purifié en utilisant 

un kit ChIP DNA Clean & Concentrator (Zymo). Enfin, l’ADN FAIRE et Contrôle sont quantifiés en 

utilisant un Quantus de Promega avec le kit Quantifluor dsDNA. La reproductibilité des réplicats a été 

évaluée avant le séquenç age en calculant le rapport FAIRE / Control [Simon et al., 2012] selon la 

formule suivante : 

Ratio FAIRE = 

ொ௨௔௡௧௜௧ï  
ᇲ

஺஽ே ி஺ூோா ∗ ௏௢௟௨௠௘  ௘ ௟௬௦௔௧ ௖௘௟௟௨௟௔௜௥௘
షభ

ொ௨௔௡௧௜௧ï  
ᇲ
஺஽ே ஼௢௡௧௥ô௟௘ ∗ ௏௢௟௨௠௘  ௘ ௟௬௦௔௧ ௖௘௟௟௨௟௔௜௥௘

షభ

 

2. Méthodes d’analyse bioinformatique de données FAIRE-seq 

a. Construction des banques et dispositif de séquenç age 

Un protocole de séquenç age et de construction des banques similaire a été utilisé pour les 

expérimentations des deux chapitres de cette présente thèse (compensation de dose et polyphénisme 

de reproduction), en utilisant un kit de préparation des banques TruSeq ChIP Illumina, ainsi qu’une 

sélection de la taille des fragments par le kit AMPure XP Beads Beckman Coulter. Concernant la 

compensation de dose, les banques FAIRE-seq d’individus mâles ou femelles asexuées ont été 

séquencées en paired-end avec des lectures de 100 nucléotides chacune. L’ensemble des banques 

FAIRE et Contrôles, c’est-à-dire 3 banques FAIRE mâles, 3 banques FAIRE femelles asexuées, 1 banque 

Contrôle mâles et une banque Contrôle femelles asexuées, ont été séquencées sur une même piste 

d’une cellule à flux au sein d’un appareil Hi-seq 2500 (Figure 24). Chaque piste d’une telle cellule à flux 

produisant en théorie environ 360 millions de lectures, ce protocole aurait permis la production 

d’environ 45 millions de lectures pour chacune des 8 banques. Concernant le FAIRE-seq de la partie 

polyphénisme de reproduction, 28 banques ont été constituées comprenant pour chacune des 7 

conditions (embryons sexués et asexués de stade 18, 19, 20 et embryons indiférenciés de stade 17) 3 

réplicats biologiques FAIRE par stade embryonnaire et 1 pool équimolaire d’ADN Contrôle par stade 

embryonnaire correspondant aux 3 réplicats biologiques FAIRE. En plus de l’expérimentation FAIRE-

seq, un séquenç age d’ARNm a été effectué, avec une banque générée pour chacune des 7 conditions. 

L’ensemble des banques FAIRE-seq ont été réparties sur 4 pistes de séquenç age, tandis que les 

banques RNA-seq ont été réparties sur une piste de séquenç age afin de réaliser un séquenç age 

paired-end 2x100 nucléotides à l’aide d’un appareil Hi-seq 2500 (Figure 24). Chaque piste produisant 
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en moyenne 360 millions de lectures, ce protocole de séquenç age présente une profondeur théorique 

de 51.4 millions de reads par échantillon.  

b. Contrôle qualité des banques et du séquenç age 

Suite au séquenç age haut-débit des ADN FAIRE et Contrôle, un contrôle qualité du séquenç age est 

effectué avec FastQC (https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/). Le mapping des 

banques FAIRE sur le génome du puceron du pois est réalisé avec bowtie2 [Langmead et Salzberg, 

2012], un programme d’alignement de fragments d’ADN courts single-end ou paired-end, donnant 

également le nombre de fragments alignés sur le génome. SAMtools [Li et al., 2009] est ensuite utilisé 

afin de garder uniquement les fragments d’ADN ne s’alignant qu’une fois dans le génome, ainsi que les 

fragments d’ADN avec une qualité d’alignement (MAPQ, un score déterminé par bowtie2) supérieur à 

30. Toujours grâce à SAMtools, les fragments alignés sont ensuite triés par ordre de position 

génomique (tri alphabétique sur le nom des scaffolds et numérique sur la position de départ du 

fragment aligné), puis stockés dans un format BAM compressé. Les fragments ainsi archivés sont 

ensuite utilisés par MACS2 [Zhang et al., 2008b] qui permettra de réaliser l’appel des régions 

comportant une accumulation de fragments d’ADN FAIRE comparativement aux fragments d’ADN 

Contrôle.  

c. Appel des pics 

Cette étape d’appel de pics est réalisée sur différents types de réplicas : i) les réplicas biologiques 

originaux, ii) les pseudo-réplicas originaux, iii) les réplicas originaux «  poolés », iv) les pseudo-réplicas 

originaux «  poolés ». Les pseudo-réplicas sont obtenus par un échantillonnage aléatoire des 

fragments d’ADN FAIRE séparés en deux parts égales. Les réplicats «  poolés » sont obtenus par une 

addition de l’ensemble des fragments d’ADN FAIRE contenus dans chacun des réplicas originaux. Une 

fois les appels de pics appliqués sur l’ensemble de ces réplicas, IDR [Kundaje, 2012] est utilisé afin de 

classer les pics du plus répétable au moins répétable selon deux scores, dont l’un est calculé en 

comparant l’appel de pics des réplicas originaux deux à deux, et l’autre étant calculé en comparant 

l’appel de pics des pseudo-réplicas «  poolés » et des pseudo-réplicas originaux. Cette étape permet 

ensuite de ne conserver qu’un certain nombre de pics répétables au sein des réplicas originaux 

«  poolés », selon ces comparaisons. Les régions accessibles au sein de chacune des conditions 

étudiées sont ainsi déterminées.  
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Figure 24 | Dispositifs de séquenç age ayant permis de générer les données analysées dans ma thèse. 

Le séquenç age «  Compensation » correspond à la distribution au sein de la cellule à flux des ADN 

FAIRE et Contrôle (Cont.) obtenus à partir d’individus mâles (en bleu) et femelles asexuées (Fem. en 

rouge). Le séquenç age «  Polyphénisme » correspond à la distribution au sein de la cellule à flux des 

échantillons FAIRE, Contrôle (Cont.) et des ARNm obtenus à partir d’embryons de stades 17 (T0, gris), 

stade 18 (T1), stade 19 (T2) et stade 20 (T3) à reproduction sexuée (Sex en rose) ou asexuée (Asx en 

orange). 
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d. Calcul du signal FAIRE 

Un signal FAIRE normalisé par la profondeur de séquenç age et par l’ADN contrôle est enfin calculé à 

l’aide de deepTools [Ramírez et al., 2014, 2016] sur des fenêtres de 10 nucléotides, en utilisant les 

données de réplicas originaux «  poolés ». La normalisation par la profondeur de séquenç age est 

réalisée entre les ADN FAIRE et Contrôle en ramenant l’échantillon ayant la plus grande profondeur de 

séquenç age au niveau de l’échantillon ayant la plus faible profondeur de séquenç age des deux. Ceci 

est effectué par le calcul d’un coefficient multiplicatif inférieur à 1 ; ce coefficient est défini par le ratio 

du nombre total de fragments d’ADN FAIRE et du nombre total de fragments d’ADN Contrôle. Les ADN 

FAIRE étant poolés, leur profondeur de séquenç age est systématiquement plus importante que celle 

des ADN Contrôles, étant alors de manière systématique le numérateur dans le calcul de ratio 

précédemment décrit, permettant ainsi la comparaison du signal FAIRE entre plusieurs conditions. La 

normalisation par l’ADN Contrôle est effectuée en calculant tout d’abord la valeur moyenne ou 

maximale de la couverture FAIRE et Contrôle au sein de chacune des fenêtres de 10 nucléotides 

disséminées le long du génome, puis par la division de la couverture FAIRE par la couverture Contrôle 

dans chacune de ces fenêtres. Cette étape est réalisée après la normalisation par la profondeur de 

séquenç age. Ce signal FAIRE permet ensuite de définir avec précision et de manière non-biaisée le 

niveau d’accessibilité de la chromatine le long du génome, puis autour de points d’intérêts, tels que le 

sommet des pics précédemment identifiés ou au niveau des sites d’initiation de la transcription. Ce 

signal FAIRE permet par exemple de corréler ouverture et expression en représentant le signal FAIRE 

sus-décrit au niveau des TSS des gènes, classés du plus exprimé au moins exprimé. Il s’avère 

généralement que plus un gène est exprimé, plus son TSS sera accessible, reflétant l’accessibilité 

accrue du site d’initiation de la transcription d’un gène exprimé pour la fixation de la RNAP II au sein 

de l’ensemble des cellules dont l’ADN FAIRE a été extraite. D’autres analyses plus spécifiques peuvent 

être réalisées et seront décrites au sein des articles correspondants, et notamment l’obtention, le 

mapping et l’analyse différentielle des données RNA-seq. 
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V. Chapitre I : Compensation de dose et accessibilité 

sexe-spécifique du chromosome X chez 

Acyrthosiphon pisum 

A. Introduction 

1. Contexte 

Les espèces hétérogamétiques mâles présentent deux chromosomes XX chez les femelles, et un seul 

chromosome X chez les mâles, accompagné ou non d’un chromosome Y. Ce déséquilibre du nombre 

d’allèles associés au chromosome X vis-à-vis des autosomes entre mâles et femelles peut être à 

l’origine de divers dysfonctionnements cellulaires, comme le cancer du sein ou des ovaires chez 

l’humain [Kristiansen et al., 2002]. Certains organismes hétérogamétiques ont ainsi acquis au cours de 

l’évolution des mécanismes de compensation de dose, permettant d’équilibrer la transcription du ou 

des chromosomes X entre mâles et femelles vis-à-vis des autosomes, en assurant un ratio 

d’expression global X / Autosomes de 1 chez les deux sexes. Des mécanismes épigénétiques ont été 

montrés comme impliqués dans la compensation de dose chez les mammifères, C. elegans et D. 

melanogaster. Chez ces organismes, les mécanismes épigénétiques sous-jacents impliquent tous une 

accessibilité différentielle de la chromatine du chromosome X entre mâles et femelles, par des 

enrichissements ou des déplétions de diverses marques histones. 

Le puceron du pois est un hémiptère hétérogamétique mâle de type XX / X0. Des études 

transcriptomiques préliminaires ont montré une expression moyenne de ces gènes globalement 

supérieure au niveau de l’unique chromosome X des mâles comparativement aux deux chromosomes 

X des femelles, sexuées ou asexuées. Cependant, les ratios d’expression X / Autosomes n’ont pas été 

calculés, et aucune étude n’a pour le moment analysé le niveau d’accessibilité de la chromatine ou les 

enrichissements de marques histones du chromosome X entre sexes et comparativement aux 

autosomes chez les pucerons. 
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2. Rappel des objectifs et stratégie  

Au cours de ma thèse, je me suis ainsi intéressé à estimer la présence ou non d’un mécanisme putatif 

de compensation de dose chez A. pisum, d’une part d’un point de vue transcriptionnel, et d’autre part 

d’un point de vue de l’accessibilité de la chromatine du chromosome X. J’ai donc dans un premier 

temps caractérisé finement le profil d’expression du chromosome X et des autosomes d’individus 

mâles, femelles sexuées et femelles asexuées grâce à des données RNA-seq d’individus entiers, 

notamment en modulant les critères de filtration d’expression des gènes ainsi qu’en comparant entre 

sexes et entre chromosomes les profils d’expression des gènes sexe-biaisés et non-biaisés. Dans un 

second temps, par réalisation pour la première fois d’un FAIRE-seq chez A. pisum à partir d’individus 

entiers mâles et femelles asexués, les niveaux d’accessibilité globaux de la chromatine du 

chromosome X et des autosomes au sein de chaque sexe et entre sexes ont été comparés. Les 

résultats de ces expériences font l’objet d’un article publié dans Epigenetics and Chromatin en Juin 

2017, présenté et discuté ci-dessous. 
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Dosage compensation and sex-speciic 
epigenetic landscape of the X chromosome 
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Abstract 

Background:  Heterogametic species display a differential number of sex chromosomes resulting in imbalanced 

transcription levels for these chromosomes between males and females. To correct this disequilibrium, dosage com-

pensation mechanisms involving gene expression and chromatin accessibility regulations have emerged throughout 

evolution. In insects, these mechanisms have been extensively characterized only in Drosophila but not in insects of 

agronomical importance. Aphids are indeed major pests of a wide range of crops. Their remarkable ability to switch 

from asexual to sexual reproduction during their life cycle largely explains the economic losses they can cause. As 

heterogametic insects, male aphids are X0, while females (asexual and sexual) are XX.

Results: Here, we analyzed transcriptomic and open chromatin data obtained from whole male and female individu-

als to evaluate the putative existence of a dosage compensation mechanism involving differential chromatin acces-

sibility of the pea aphid’s X chromosome. Transcriptomic analyses first showed X/AA and XX/AA expression ratios for 

expressed genes close to 1 in males and females, respectively, suggesting dosage compensation in the pea aphid. 

Analyses of open chromatin data obtained by Formaldehyde-Assisted Isolation of Regulatory Elements (FAIRE-seq) 

revealed a X chromosome chromatin accessibility globally and significantly higher in males than in females, while 

autosomes’ chromatin accessibility is similar between sexes. Moreover, chromatin environment of X-linked genes 

displaying similar expression levels in males and females—and thus likely to be compensated—is significantly more 

accessible in males.

Conclusions: Our results suggest the existence of an underlying epigenetic mechanism enhancing the X chromo-

some chromatin accessibility in males to allow X-linked gene dose correction between sexes in the pea aphid, similar 

to Drosophila. Our study gives new evidence into the comprehension of dosage compensation in link with chromatin 

biology in insects and newly in a major crop pest, taking benefits from both transcriptomic and open chromatin data.
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Background

he sex of individuals relies in many organisms upon 

morphologically diferentiated sex chromosomes. hose 

chromosomes are referred to as X, Y, Z and W chro-

mosomes depending on which sex is heterogametic. In 

organisms with male heterogamety, females encompass 

two X chromosomes, while males possess only one X, 

accompanied or not by a Y chromosome (XX/XY or XX/

X0 systems) [1]. In these organisms showing a degener-

ated or an absence of Y chromosome, there are an imbal-

anced number of X-linked alleles between males and 

females that might induce diferential transcription levels 

for those genes between sexes [2]. Such a disequilibrium 

needs to be corrected, especially for X-linked genes that 

interact with autosomal genes, since reduced gene dose in 

the heterogametic sex might have deleterious phenotypic 

consequences [2–5]. Dosage compensation mechanisms 

are thought to have evolved to correct such disequilib-

rium. hese mechanisms tend to generate equilibrated 

X-linked and autosomal transcript levels, often resulting 

in XX/AA and X/AA expression ratios equal to 1 in both 

the homogametic (XX) and the heterogametic (XY or 

X0) sexes, and consequently of XX/X ratios also equal to 

1, as described in several model organisms such as Euthe-

rian mammals [2, 6–9], Caenorhabditis elegans [9–11] 

and the insect model Drosophila melanogaster [12–14]. 

Recently, complete dosage compensation in other male 

heterogametic insect species (Fig. 1)—namely Anopheles 

stephensi [15], Anopheles gambiae [16] and Manduca 

sexta [17]—has been demonstrated using transcriptomic 

data. A partial dosage compensation was found in Strep-

siptera [18], and no compensation was detectable in Tel-

eopsis dalmanni [19].

Various mechanisms have evolved to counteract the 

deleterious efects of diferent doses of X-linked genes 

in males and females. hese mechanisms are all based 

on the modulation of chromatin accessibility of the X 

chromosome(s) in one sex in order to ensure that both 

sex’s somatic—and sometimes germ cells [20]—show 

similar transcription levels for X-linked genes [21]. In 

mammals, dosage compensation mechanisms take place 

in the female where one of the two X chromosomes—

either the maternal or paternal one—is entirely inacti-

vated, thus balancing the X/A transcription level in males 

and females. his transcriptional regulation is achieved 

by the progressive depletion of active marks such as 

H3K4me1 and H3K9ac [22] and the enrichment of his-

tone macroH2A1 [23] on the female’s inactive X chromo-

some. Moreover, the histone repressive mark H3K27me3 

is enriched on this inactive chromosome through the 

action of the X-inactive speciic transcript (Xist), a long 

noncoding RNA (lncRNA) [24]. In C. elegans (a XX/X0 

system), dosage compensation also takes place in the 

homogametic sex, where the two X chromosomes display 

halved transcription levels [25]. Reduced transcription is 

allowed by an enrichment of the repressive H4K20me1 

histone mark and a depletion of the active H4K16ac his-

tone mark [26] on the two hermaphrodites X chromo-

somes through the action of the dosage compensation 

complex (DCC) resulting in a global reduction in RNA 

Pol II recruitment [27]. On the other hand, in D. mela-

nogaster (XX/XY system) the transcription of the single 

males’ X chromosome is doubled by an overall increase 

in the chromatin accessibility by the DCC [28, 29]. his 

complex is composed of ive proteins: male-speciic lethal 

1, 2 and 3 (MSL1, MSL2 and MSL3), males absent on the 

irst (MOF), maleless (MLE) and two lncRNAs (roX1 and 

roX2) [29]. he DCC binds to the males X chromosome 

at several genomic locations where it modiies histones 

chemistry with the active histone mark H4K16ac [30, 

31] that enhances the chromatin accessibility of the X in 

males compared to females, hence allowing an increased 

transcription of X-linked genes in males.

Aphids are major crop pests that can cause severe dam-

ages on a wide range of crops. heir success as pests is 

largely explained by their remarkable adaptive potential 

to their environment, and especially the phenotypic plas-

ticity they display during their annual life cycle where 

they can switch from clonal to sexual reproduction [32, 

33] in response to environmental cues. Viviparous par-

thenogenetic females reproduce clonally from spring to 

summer and, in response to photoperiod shortening at 

fall arrival, can generate sexual females and males that 

will mate and produce overwintering eggs [34–36]. he 

pea aphid Acyrthosiphon pisum—for which the genome is 

sequenced and partially assembled [37]—is a male heter-

ogametic species with X0 males and XX females. A recent 

transcriptomic analysis of the diferent pea aphid sexual 

morphs by Jaquiéry et  al. [34] revealed a general trend 

where X-linked genes are on average more transcribed 

Strepsiptera

Manduca sexta

Acyrthosiphon pisum

Anopheles stephensi

Teleopsis dalmanni

Drosophila melanogaster

Anopheles gambiae

Hemiptera

Lepidoptera

Diptera

Complete Partial Suggested

Dosage compensation

None

Fig. 1 Phylogenetic tree of the main insect species for which dosage 

compensation has been studied. This tree has been generated using 

PhyloT (http://phylot.biobyte.de/) and the NCBI taxonomy. The color 

defines the dosage compensation type (complete dosage compen-

sation in green, partial dosage compensation in pink, suggested dos-

age compensation in gray, and no dosage compensation in black)

http://phylot.biobyte.de/
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in males than in females. Nevertheless, the global expres-

sion of X-linked and autosomal genes and consequently 

XX/AA, X/AA and XX/X ratios were not assessed at that 

time. Here, our study irst aimed at addressing this point 

taking beneits from a much larger set of genes—being 

generated overtime [38]—assigned as X-linked or auto-

somal. We report that expression proiles of expressed 

X-linked and autosomal genes yield X/AA and XX/AA 

ratios close to 1, suggesting a chromosome-wide regu-

lation of the expression of X-linked genes, and conse-

quently a potential diferential X chromosome chromatin 

accessibility between sexes. To test this hypothesis, we 

applied the FAIRE (Formaldehyde-Assisted Isolation of 

Regulatory Elements) methodology to extract and then 

sequence the open chromatin from whole male and par-

thenogenetic female (here after termed as “females”) 

individuals [39, 40]. his open chromatin mainly corre-

sponds to nucleosome-depleted regions (NDR) likely to 

be more accessible to transcriptional (RNA polymerase 

II) or regulatory elements (mainly enhancers or insula-

tors). Statistical analyses revealed that the transcription 

start sites (TSSs) from expressed genes were signiicantly 

more accessible on the X chromosome in males com-

pared to females. More speciically, X-linked genes 

expressed at the same level in males and females and, 

thus likely to be compensated, have signiicantly higher 

chromatin accessibility in males than in females, notably 

in the TSS. hese results suggest that a potential global 

regulation of chromatin accessibility might occur on the 

X chromosome of aphids to compensate for the gene 

dose in males.

Results

Expression of X‑linked and autosomal genes in males 

and females

A new assignation of the genomic scafolds of the A. 

pisum genome to autosomes and X chromosome has 

recently been performed [38]. We thus reanalyzed pre-

viously published A. pisum RNA-seq data from whole-

individual males and parthenogenetic females (and to a 

lesser extent, sexual females, since FAIRE has been per-

formed on asexual females and males; see the next result 

part concerning the FAIRE for a more in-depth explana-

tion) [34] in regard to this new gene assignation to char-

acterize the expression level of the 19,232 and 13,711 

genes located on the X and autosomes, respectively. X/A 

expression ratios were calculated at diferent expres-

sion levels thresholds [15–17] (Table 1). When all genes 

are taken into account, XX/AA and X/AA ratios close 

to 0 are observed since over 80% of the X-linked genes 

are weakly or not expressed in both males and asexual 

females. When increasing the minimum expression levels 

thresholds, males X/AA ratio increases and approaches 1 

when genes with a mean male and female RPKM (con-

sidered as mean RPKM hereafter) superior to 2 are con-

sidered. Above this expression level threshold, X-linked 

and autosomal genes are evenly expressed in males (Wil-

coxon rank sum tests with p > 0.05). On the other hand, 

asexual females XX/AA ratios are in all cases lower than 

1 (ranging from 0.45 to 0.69, p < 10−16 in all cases), sug-

gesting that females autosomal genes are in average more 

expressed than X-linked genes.

Similar results were obtained using an increasing mini-

mum transcripts per million (TPM) ilter separately in 

sexual females, asexual females and males, ranging from 

a minimum TPM of 1 to 100 (Fig.  2a–d). he X/AA 

ratio of males quickly goes up to 0.8, when very lowly 

expressed genes are iltered on both autosomes and the X 

chromosome (Fig.  2a). Dosage compensation for males, 

i.e., when their X/AA ratio is between 0.95 and 1.05 for 

Wilcoxon rank sum tests with p > 0.05), is attained with 

a minimum TPM threshold of 34–74 (overshadowed in 

gray, Fig. 2a, b). Both asexual and sexual females share a 

very similar expression pattern with a maximum XX/AA 

expression ratio of 0.8 (Fig. 2a) and with Wilcoxon rank 

sum tests that are always signiicant (p < 0.05), meaning 

that the distribution of expression of X-linked and auto-

somal genes is signiicantly diferent, despite the two X 

chromosomes of females (Fig. 2b).

To further investigate the uneven expression of 

X-linked and autosomal genes in the females, we clas-

siied genes (with mean RPKM >2 in males or asex-

ual females) into four non-exclusive classes (all, 

female-biased, male-biased and unbiased genes) based 

on diferential expression analysis (see “Methods,” 

Fig.  2) between males and asexual females (referred 

to as females hereafter), since FAIRE has been per-

formed on these two sexes. When considering all genes 

(Fig. 2i), violin plots for females display a large group of 

lowly expressed genes on the X chromosome that pulls 

down the females’ median expression of X-linked genes. 

his lowly expressed gene group on the females X cor-

responds to male-biased genes (Fig. 2k), and when those 

are not taken into account, such as in the unbiased gene 

class (Fig.  2l), the XX/AA ratio is approaching 1 (rang-

ing from 0.79 to 0.92 for genes with a mean RPKM >1–4). 

his suggests an almost balanced transcription in the 

females of the X-linked and autosomal unbiased genes, 

although the diference in expression between chromo-

somes is still signiicant (Wilcoxon rank sum test, p rang-

ing from 7.10−7 to 0.03 for genes with a mean RPKM 

>1–4). Such group of lowly expressed genes is absent in 

males (Fig. 2e–h), thus leading to an equal expression of 

X-linked and autosomal genes for all (Fig. 2e) and unbi-

ased (Fig.  2h) gene classes. Moreover, the number of 

each gene class on autosomes and on the X (Fig. 2m, n, 
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respectively) reveals that male-biased genes are almost 

three times more represented than female-biased genes 

on the X while even numbers are observed on the auto-

somes for these two classes. his further explains the fact 

that the expression of the X chromosome in females is 

driven down compared to autosomes, and thus the 0.8 

XX/AA ratio. When taking the results of both males and 

females into account, our analyses show that the XX/

AA and X/AA ratios are approaching 1, especially for 

unbiased genes (Fig. 2h, l). Since males carry only one X 

per cell, and females two, these results suggest a global 

readjustment of X-linked genes transcription in males or 

females.

Raw FAIRE‑seq data analysis

To compare chromatin accessibility in males and females, 

we used the Formaldehyde-Assisted Isolation of Regulatory 

Elements (FAIRE) procedure to extract the DNA associated 

Table 1 Ratio of  expression between  X chromosome(s) and  autosomes for  males and  females using minimum RPKM 

threshold

All genes or diferent mean RPKM cutofs have been considered to ilter expressed genes

* p values were calculated using Wilcoxon rank sum tests to compare X-linked and autosomal genes expression for a given morph

Genes taken into account Number of genes retained Female Male

X A XX/AA ratio p value* X/AA ratio p value*

All genes 13,708 19,230 0.00 <2.20E−16 0.00 <2.20E−16

Genes with RPKM >1 1886 9087 0.45 <2.20E−16 0.83 1.16E−04

Genes with RPKM >2 1484 7871 0.58 <2.20E−16 0.94 0.372

Genes with RPKM >3 1260 7010 0.62 <2.20E−16 0.99 0.891

Genes with RPKM >4 1069 6275 0.69 <2.20E−16 0.91 0.119
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with NDR from whole individuals and for three pools of 

males and parthenogenetic females [39, 40], as well as a pool 

of control DNA for each sex. FAIRE experiments on sexual 

females were unsuccessful, which might be related to the 

important quantity of yolk contained in the eggs, interfer-

ing with the FAIRE procedure. We thus focused on asexual 

females and males for the FAIRE experiment. An average 

FAIRE ratio (measured as in 36) of 1.43% (±0.54) and 2.96% 

(±0.63) was obtained for males and asexual females, respec-

tively (referred to as females hereafter). After sequencing 

the six FAIRE and the two Control DNA samples, FAIRE 

and Control Reads were mapped onto pea aphid genome 

and iltered to only conserve uniquely mapped reads.

he coverage of autosomes and X chromosomes was 

assessed in the control DNA libraries for both males and 

females (Additional ile 1) yielding 14.3 million and 28.0 

million 100-bp paired-end uniquely mapped reads for 

females and males, respectively. he female control library 

showed an equal coverage for autosomes and X chromo-

some which is expected since the female is diploid at both 

X chromosome and autosomes. In males—that are dip-

loid for autosomes and haploid for the X chromosome—

autosomes display an expected twofold higher coverage 

than the haploid X chromosome in males.

he reproducible FAIRE biological replicates for males 

and females were pooled according to their reproduc-

ibility using the MACS2 peakcaller [41] followed by 

irreproducible discovery rate (IDR) [42, 43] peaks rank-

ing analysis. For males, these algorithms resulted in the 

discrimination of one of the three male replicates as 

lowly correlated with the other two. After pooling the 

relevant FAIRE replicates, three female and two male 

libraries were then conserved which ended up with 20.5 

million and 23.6 million 100-bp paired-end reads map-

ping to unique positions in the genome for female and 

male pools, respectively. MACS2 [41] and IDR [42] also 

allowed us to retain a set of reproducible FAIRE peaks 

across the biological replicates for each sex: 8143 FAIRE 

peaks for males and 6369 FAIRE peaks for females were 

then identiied; 39% of these are overlapping between 

males and females and are thus non-sex-speciic (Fig. 3a). 

In order to assess the level of correlation between the 

control and retained FAIRE replicates, we concatenated 

these peaks coordinates into a set of 10,433 FAIRE peaks 

using BEDTools [44] and performed a Pearson correla-

tion and a hierarchical clustering using deepTools2 [45] 

(Fig. 3b). Control libraries are alike (Pearson’s R2 of 0.83) 

and segregate together. Female and male FAIRE libraries 

are separated in the hierarchical clustering, and Pearson’s 

R2 values within each sex are high: 0.88 for males and 

more than 0.95 for female libraries comparisons.

To describe the overall distribution of the identi-

ied FAIRE peaks across the genome, we calculated the 

abundance of FAIRE peaks overlapping with diferent 

genomic features (promoters, TSSs, UTRs, exons, introns 

and intergenic regions) (Fig.  4). 5′UTRs and TSSs are 

characterized by high FAIRE peaks densities (Fig.  4a): 

Although these genomic features represent, respectively, 

only 1.5 and 0.8% of the genome (Fig.  4b), they con-

tain a large proportion of FAIRE peaks compared with 

the other genomic features that represent larger parts 

of the genome. he FAIRE peaks density is thus much 

lower in all other genomics features (Fig.  4a). Examples 

of genomic regions displaying some of these open chro-

matin peaks speciic of each sex or in common between 

sexes near sex-speciic or housekeeping genes are observ-

able in Additional ile 2.

Open chromatin signal in males and females

To assess the pea aphid’s chromatin opening proile, 

we calculated the FAIRE signal at the genome scale by 

dividing the normalized FAIRE coverage by the nor-

malized Control coverage on 10-bp windows (hereafter 

named bins, as described by deepTools [45]). In Fig. 5a, 

the FAIRE signal is represented for each gene of the pea 

aphid genome and RNA-seq data have been used to rank 

genes according to their level of expression in males or 

in females. he strongest FAIRE signals are observed in 

regions upstream the TSS. he more a gene is expressed, 

the more its FAIRE signal upstream the TSS is high, indi-

cating a positive correlation between gene expression 

and chromatin accessibility. he heatmaps representing 

the FAIRE signal along X-linked genes suggest a stronger 

FAIRE enrichment in males than in females, in com-

parison with the autosomes that share similar proiles 

between sexes (Fig. 5a).

We then calculated the mean genic FAIRE signal and 

99% conidence interval (CI) for both males and females 

on autosomal and X-linked genes (Fig. 5b). According to 

the previous observation, autosomal genes share similar 

accessibility levels in males and females, with a slightly 

higher accessibility near the TSS in males than in females 

based on 99% CI (2.94 ± 0.13 in males and 2.59 ± 0.09 

in females on the most accessible bin). Contrastingly, the 

mean FAIRE signal along and around X-linked genes is 

almost two times higher in males than in females, espe-

cially near the TSS (2.40 ± 0.18 for males and 1.45 ± 0.07 

for females on the most accessible bin). In order to ver-

ify whether the FAIRE signal normalization on Control 

DNA could introduce a bias for the X chromosome, we 

calculated the mean FAIRE coverage normalized by 

sequencing depth around all autosomal and X-linked 

genes in males and females (Additional ile 3). It appears 

that genes on the autosomes and on the X chromo-

some are equally accessible between males and females, 

despite the single X in males compared to the two X 
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chromosomes of females. his proile does not invalidate 

the results observed using input normalized FAIRE sig-

nal, since the single X chromosome of males is still more 

accessible than each female X chromosome, and is thus 

diferentially accessible.

We then investigated the FAIRE signal within inter-

genic regions in males and females. he assessment of the 

chromatin accessibility in these intergenic regions was 

performed around the summit of the intergenic FAIRE 

peaks retained by IDR. FAIRE peaks that do not overlap 

any annotation feature were thus extracted and deined as 

intergenic FAIRE peaks. he mean FAIRE signal and 99% 

CI were calculated 1000 bp around the summits of those 

intergenic FAIRE peaks for males and females (Fig. 6). On 
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Fig. 3 FAIRE peaks obtained after MACS2 and IDR analyses and clustering of FAIRE and Control libraries. a Number of FAIRE peaks in both males and 

females (total of 8143 and 6369, respectively). Their specificity between the two sexes is represented in the Venn diagram. b Clustering of the FAIRE 

and Control samples based on Pearson’s correlations. Correlation coefficients are shown and were calculated from the reads coverage of 10-bp bins 

along all open chromatin regions retained by MACS2 followed by IDR. The Males FAIRE 2 library is not included since it has been discarded by IDR 

because of its low reproducibility compared to Males FAIRE 1 and 3
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autosomal intergenic FAIRE peaks, no signiicant difer-

ences of chromatin accessibility were identiied between 

males and females. Contrastingly, for the X chromosome, 

intergenic FAIRE peaks in males are signiicantly more 

accessible than in females, especially near the peaks sum-

mits (mean FAIRE signal of 14.90 ±  2.46 for males and 

9.35 ± 0.82 for females on the most accessible bin). he 

results for intergenic regions are thus similar to those 

observed for genic regions and demonstrate a compara-

ble accessibility of the autosomes in the two sexes and an 

increased accessibility of the single X in males compared 

to the two X chromosomes in females.

Link between genes expression and chromatin accessibility

To explore the link between gene expression and chro-

matin accessibility, and especially around the TSSs, 

we grouped genes into four classes depending on their 

expression patterns in males and females and studied 

their FAIRE signal proile considering both sexes and 

chromosome type (Fig. 7): unexpressed (Fig. 7a, e) (46.8% 

on the autosomes, 82.7% on the X), male-biased (Fig. 7b, 

f ) (9.6% on the autosomes, 6.8% on the X), female-biased 

(Fig. 7c, g) (10.6% on the autosomes, 2.6% on the X) and 

unbiased genes (Fig.  7d, h) (33.0% on the autosomes, 

7.9% on the X). hese classes correspond to the ones 

deined during the RNA-seq experiment (Fig. 2). On the 

autosomes, unexpressed, male-biased and female-biased 

gene classes share a similar chromatin accessibility pro-

ile in males and females (Fig. 7a–c), and only unbiased 

genes (Fig.  7d) are slightly more accessible in the males 

TSS compared to females (4.41  ±  0.32 in males and 

3.68 ± 0.22 in females on the most accessible bin). Con-

trastingly, on the X chromosome (Fig.  7e–h), two main 

proiles can be distinguished. he irst group is comprised 
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of unexpressed and male-biased genes (Fig.  7e, f ) that 

display comparable—yet signiicantly diferent—FAIRE 

signal in males and in females: 1.56 ± 0.09 for males and 

1.17 ± 0.05 for females regarding unexpressed genes and 

3.27 ±  0.72 for males and 2.05 ±  0.33 for females con-

cerning the male-biased genes. he second group is 

composed of female-biased and unbiased genes (Fig. 7g, 

h) that display a stronger chromatin accessibility difer-

ence between sexes. Mean FAIRE signals of 10.72 ± 3.06 

in males and 4.41  ±  0.84 in females are observed for 

female-biased genes and those of 8.80  ±  1.55 in males 

and 3.95  ±  0.52 in females are observed for unbiased 

genes. hese results suggest that unbiased and female-

biased genes participate in majority to the observed 

global enhanced accessibility of the X chromosome in 

males compared to females (Fig. 5), even if they represent 

only 10% of X-linked genes. Interestingly, we can also 

observe that in females for unbiased (Additional ile 4H) 

and female-biased (Additional ile 4G) gene classes, chro-

matin accessibility is similar between the X chromo-

some and autosomes. On the contrary in males and for 

the same gene classes, chromatin accessibility is higher 

on the X chromosome than on autosomes (Additional 

ile 4C, D). his suggests that autosomal genes in males 
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and females and X chromosome in females share similar 

chromatin patterns and that the diferential X chromo-

some chromatin pattern between sexes is explained by an 

enhancement of chromatin accessibility in males rather 

than a reduced accessibility in females.

Discussion

In this study, we irst reanalyzed whole-body RNA-seq 

data of pea aphid males and females and evidenced a 

potential dosage compensation mechanism. We then 

generated an overview of the open chromatin structure 

(nucleosome-depleted regions) of whole-body pea aphid 

males and females using the Formaldehyde-Assisted Iso-

lation of Regulatory Elements. his irst genome-wide 

epigenetic study in aphids demonstrated an enhanced 

chromatin accessibility of the males’ single X chromo-

some compared to the two X of the females.

Global transcriptomic proiles suggest potential dosage 

compensation in pea aphid males

Using a total of 3712 genes assigned to autosomes or the 

X chromosome, Jaquiéry et  al. [34] outlined that in the 

pea aphid, autosomal genes display similar transcription 

levels between males and females while X-linked genes 

are slightly more expressed in males than in females. 

Based on the same data, Pal and Vicoso [46] outlined dif-

ferent results as they found that males and females share 

similar expression levels on both X and autosomes. hese 

contradictory results can, however, be explained by a 

misassignment of genes to chromosomes due to a wide-

spread scafold misassembly in the pea aphid genome 

[38]. Here, we used a new assignation of scafolds to 

chromosomes [38] to analyze X-linked and autosomal 

gene expression patterns in females and males.

In males, we showed X/AA expression ratios almost 

equal to 1 when taking into account consistently 

expressed genes (mean RPKM >2). Similar expression 

patterns in organisms showing complete dosage compen-

sation have been demonstrated such as in Manduca sexta 

heads [17] where the Z/AA ratio is approaching 1 when 

lowly expressed genes are not considered. hese results 

suggest a potential dosage compensation mechanism in 

the male pea aphids.

Contrastingly, the females XX/AA expression ratios 

are inferior to 1 which is not a common feature within 

male heterogametic species with complete dosage com-

pensation. Nevertheless, such an unusual ratio can also 

be observed in the lour beetle (Tribolium castaneum). In 

this species, females display a XX/AA ratio superior to 1 

which is explained by the fact that females show a global 

X-linked genes overexpression (supported by an enrich-

ment of female-biased genes on the X), while males show 

a X/AA ratio equal to 1, ending up with a XX/X ratio 

diferent from 1 [47]. In the pea aphid, the X chromo-

some is predicted to be masculinized [34], and we indeed 

observed that X-linked male-biased genes are almost 

three times more represented than X-linked female-

biased genes and that most of the X-linked male-biased 

genes are male speciic (i.e., expressed in males but not 

at all in females, as shown in Fig. 2k). As a result, XX/AA 

female ratio and female-to-male XX/X ratio are inferior 

to 1. It has to be noted that mRNA extractions were per-

formed on whole individuals and thus contain mRNAs 

from both somatic and germ cells. he fact that most 

X-linked male-biased genes are almost male speciic sug-

gests that these genes could be testis speciic or more 

generally involved in male phenotypic traits. GO terms 

enrichment analyses on female-biased, male-biased and 
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unbiased gene classes on the X and autosomes revealed 

that only male-biased and female-biased genes on the 

X display reproductive-related functions. Male-biased 

X-linked genes display an enrichment of biological pro-

cesses related to male-speciic reproduction such as cil-

ium movement, microtubule-based movement, sperm 

competition and multi-organism reproductive process 

(Additional ile 5). Because the pea aphid’s spermatozo-

ids are lagellated [48], such functions are likely to cor-

respond to testis-speciic genes, thus reinforcing the 

hypothesis of their absence of expression in females 

because of their male germ cells speciicity. he unusual 

females XX/AA ratio (<1) for a male heterogametic spe-

cies can thus be explained and is compatible with com-

plete dosage compensation in the male pea aphids.

In mammals and in Drosophila [20, 49], dosage com-

pensation mechanism activity on the X chromosome can 

be diferent between germ cells and somatic cells. Mam-

mals do not show any dosage compensation in the germ 

cells where the X chromosome inactivation in females is 

withdrawn in developing primordial germ cells, allow-

ing X-linked genes expression in female gametes [20]. 
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Contrastingly, D. melanogaster germ cells compen-

sate for gene dose in germlines with, however, distinct 

mechanisms than the well-known somatic cells dos-

age compensation [49]. hese studies suggest that dos-

age compensation does not always occur in germ cells. 

Since the RNA-seq data analyzed in our study comprise 

mRNAs from germ cells and somatic cells, we cannot 

conclude whether the potential dosage compensation 

in the male pea aphids occurs only in somatic cells or in 

both somatic and germ cells.

Dosage compensation in the pea aphid might be 

achieved by an enhanced chromatin accessibility of the X 

chromosome in males

Dosage compensation is often controlled by epigenetic 

mechanisms mediating the X or Z chromosome chro-

matin accessibility. Since our RNA-seq analyses suggest 

potential complete dosage compensation in the male 

pea aphids, we aimed at assessing the global chromatin 

accessibility of the autosomes and the X chromosome(s) 

in both males and females using FAIRE-seq. he FAIRE 

methodology allows the identiication of open chromatin 

(nucleosome-depleted) regions. It has been performed 

for the irst time by Giresi et al. [39] and since then has 

been used in various organisms and tissues [39, 40, 50]. 

Methods such as assay for transposase-accessible chro-

matin (ATAC) [51–53] are becoming alternatives to the 

FAIRE overtime; however, the latter remains a reliable 

way to assess open chromatin regions at the genome 

scale when coupled to high-throughput sequencing.

To validate the FAIRE-seq approach used here, we 

checked the presence of a high FAIRE peaks frequency 

in TSS and 5′UTR regions, as expected since TSSs are 

known as the most accessible regions in the genome in 

order to allow the binding of the RNA polymerase II and 

thus the transcription of the gene [40, 54–56]. We also 

observed a positive correlation between genes expression 

and chromatin opening upstream their TSS, which cor-

responds to a typical proile of a successful FAIRE experi-

ment [40].

With our FAIRE-seq approach, we then showed a simi-

lar mean chromatin accessibility of autosomes in males 

and females over all genes (Fig. 5b; Additional ile 3) and 

also when genes are classiied according to their expres-

sion patterns in males and females (Fig.  7; Additional 

ile  4). Similar chromatin accessibility in males and 

females is also observed within open intergenic regions. 

hese results suggest that the autosomes of the pea aphid 

are equally accessible in males and females.

Contrastingly, the FAIRE signal analysis over all genes 

(Fig. 5b) revealed that X-linked genes are more accessible 

in males than in females, or evenly accessible despite the 

single X of males using sequencing depth normalization 

alone (Additional ile  3). Female-biased and unbiased 

X-linked genes (Fig.  7g, h) display the most important 

diference of chromatin accessibility between males and 

females and thus contribute at most to the global male-

enhanced chromatin accessibility of the X chromosome, 

suggesting that the dosage compensation in males might 

be partial. Since unbiased genes have (by construction) 

similar expression pattern between males and females, 

X-linked unbiased genes correspond to potentially com-

pensated genes. A higher chromatin accessibility of these 

genes in males than in females thus supports the hypoth-

esis of potential epigenetic mechanism underlying dosage 

compensation in males. Surprisingly, X-linked female-

biased genes chromatin accessibility is comparatively 

higher in males than in females (Fig. 7g). his cannot be 

used to reject this hypothesis since in D. melanogaster 

males, some female-biased genes also show an enrich-

ment of the active histone mark H4K16ac mediated by 

the DCC, thus resulting in an enhanced chromatin acces-

sibility for these genes [57]. Additionally, X-linked inter-

genic FAIRE peaks, which represent only a very small 

proportion of intergenic regions, are signiicantly more 

accessible in males than in females. Altogether, these data 

suggest a global regulation of the X chromosome chro-

matin accessibility in order to compensate for gene dose 

in males.

Interestingly, the chromatin accessibility of X-linked 

male-biased genes is only slightly enhanced in males, 

despite their high level of expression in that morph. As 

suggested by our GO analyses, these genes could cor-

respond in majority to testis-speciic genes (hence 

including germ cells-speciic genes). he relatively low 

chromatin accessibility of these genes could be explained 

on the one hand by the fact that FAIRE is a population 

assay and that male-speciic cells make up only a small 

percentage of the cell population in the analyzed whole-

body male individuals. he FAIRE signal could thus be 

low for the particular class of male-biased genes, hence 

resulting in a low diference in FAIRE signal between 

males and females for that gene class. On the other hand, 

these results could suggest that the epigenetic mechanism 

underlying the male-enhanced X chromosome chromatin 

accessibility does not take place in male germ cells, like 

in the female mammals for example [20]. Female-biased 

and unbiased genes might then be part of a given X chro-

mosome territory compensated for the lack of a second 

X chromosome in the males’ genome, while the male-

biased and unexpressed genes might be part of another X 

chromosome territory where the chromatin accessibility 

is not submitted to a given mechanism underlying dosage 

compensation. Such hypothesis would resemble what has 

been identiied in the Drosophila where only 75% of the 

X chromosome territory is regulated by the DCC [29].
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he high chromatin accessibility of the male single X 

chromosome might be the consequence of an underly-

ing epigenetic mechanism taking place either in male 

(enhanced chromatin accessibility) or in female individu-

als (reduced chromatin accessibility). When taking unbi-

ased and female-biased gene classes into account (Fig. 7c, 

d, g, h), we can observe that autosomal genes in males and 

females as well as X-linked genes in females are equally 

accessible, whereas X-linked genes are more accessible only 

in males. he diferential X chromosome chromatin acces-

sibility observed between sexes can thus be explained by 

an augmentation of such accessibility in males rather than 

a reduction in females. his suggests the existence in pea 

aphids males of an epigenetic mechanism promoting the 

enhancement of the X chromosome chromatin accessibil-

ity associated with dosage compensation. hese epigenetic 

patterns resemble the Drosophila model where an overall 

increase in chromatin accessibility is observed on the males 

X chromosome through a male-speciic H4K16ac his-

tone posttranslational modiication enrichment mediated 

by the DCC in the gene bodies (H4K16ac being enriched 

in the genes’ TSS and promoter by the NSL complex) [28, 

57]. Interestingly, the pea aphid genome contains protein 

coding for genes homologous to the ive proteins com-

posing the D. melanogaster DCC (Additional iles 6, 7). 

he DCC is also constituted by two additional roX lncR-

NAs that were not found in the pea aphid genome, but it 

is noteworthy that lncRNA sequences are rarely conserved 

between organisms [58]. Interestingly, homologs identi-

ties and similarities between D. melanogaster and A. pisum 

DCC proteins are found particularly in functional domains. 

he most conserved proteic domains between the Dros-

ophila and the pea aphid are MOF’s MOZ-SAS domain 

and all MLE’s proteic domains, namely dsrm, DEAD, heli-

case C, HA2 and OB NTP BIND (Additional ile 7). MOZ-

SAS domain from Drosophila’s MOF is involved in the 

acetylation of lysine 16 of histone 4 (H4K16ac) and is thus 

responsible for the enhanced chromatin accessibility along 

the Drosophila males X chromosome. he high proteic 

domain conservation observed between the pea aphid and 

the Drosophila could lead to conserved functions of the 

MOF and MLE proteins in these two organisms. However, 

functional analyses are required to validate this hypothesis. 

Moreover, some of the proteins composing the Drosophi-

la’s DCC, including MOF and MLE, has been identiied as 

conserved in mammals without, however, playing a role 

in dosage compensation [29, 59–63]. he pea aphid could 

then, independently of a DCC complex, display a diferent 

epigenetic mechanism supporting dosage compensation by 

globally enhancing chromatin accessibility of the single X 

chromosome in males, an alternative that cannot be ruled 

out taking into account the rather weak conservation of 

MSL2 protein sequence between Drosophila and the pea 

aphid (Additional ile 7), particularly in the RING domain 

which plays a role in the DCC assembly [64].

Conclusions

his study gives a irst insight into A. pisum chroma-

tin accessibility patterns in relation to a possible dosage 

compensation mechanism. he males single X chromo-

some is globally more accessible than the two female X 

chromosomes. More importantly, X-linked genes show-

ing similar expression levels between females and males 

and that could potentially be compensated in the latter 

are more accessible in males. Further experiments—

especially chromatin immunoprecipitation followed by 

high-throughput sequencing targeting speciic histone 

marks—must be conducted in order to characterize the 

underlying epigenetic mechanism involved in this over-

all enhanced chromatin accessibility of the males single X 

chromosome.

Methods

Aphids rearing

Acyrthosiphon pisum individuals from the clone LSR1 

(the reference clone that was used for genome sequenc-

ing [37]) were reared on broad bean Vicia faba at low 

density (less than ive individuals per plant) to prevent 

the production of winged morphs for at least two gen-

erations. Parthenogenesis was maintained under a 16-h 

photoperiod and a temperature of 18 °C. At the third gen-

eration, 20 asexual females were then directly frozen into 

liquid nitrogen for FAIRE extraction. he production of 

male individuals was initiated by transferring larvae from 

a 16-h to a 12-h photoperiod at the same temperature of 

18  °C [34]. Two generations later, males were produced. 

A total of 100 adult males were then directly frozen into 

liquid nitrogen for FAIRE extraction. No RNA extraction 

was performed since already published RNA-seq data 

were used [34].

RNA high‑throughput sequencing

We reanalyzed six RNA-seq libraries used by Jaquiéry 

et al. [34]. Briely, these six libraries correspond to three 

male libraries and three parthenogenetic female librar-

ies of clone LSR1. Details regarding aphid rearing, RNA 

extraction, libraries preparation and sequencing are pro-

vided in Jaquiéry et  al. [34]. Libraries were mapped on 

the version 2 of the pea aphid genome assembly using 

TopHat2 (RRID:SCR_013035) default parameters [65]. 

he number of reads covering each CDS of the gene 

prediction v2.1 was then counted using HTSeq-count 

(RRID:SCR_011867) [66] with the following parameters: 

–m intersection-strict –s no –t exon. he numbers of 

mapped reads per library ranged from 7.3 to 20 million, 

with an average over libraries of 14.3 million reads. Raw 
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read counts were normalized in R (RRID:SCR_001905) 

[67] with edgeR (RRID:SCR_012802) [68] package by 

sequencing depth using the TMM method and by genes 

length (RPKM and TPM calculation). Genes were il-

tered using increasing minimum TPM threshold rang-

ing from 1 to 100 using a step of 1 in order to remove the 

less expressed genes. Within each TPM iltration step, 

X/A ratio in males and females, Wilcoxon rank sum test 

p value and the number of retained X-linked and autoso-

mal genes have been calculated. Diferential expression 

between males and parthenogenetic females for each gene 

was tested with edgeR, considering the diferent libraries 

for each morph as replicates using genewise exact tests for 

diferences in the means between two groups of negative-

binomially distributed counts, based on normalized read 

counts. Genes have then been grouped into four classes: 

unexpressed, male-biased, female-biased and unbiased 

genes. Unexpressed genes have been determined as such 

if they displayed less than 1 count per million in at least 

three libraries as in [69]. Male-biased and female-biased 

genes have been determined as such using a FDR <0.05. 

Unbiased genes comprise diferentially expressed genes 

with a FDR >0.05 and genes non-diferentially expressed.

Formaldehyde‑Assisted Isolation of Regulation Elements, 

sequencing and bioinformatics analyses

he FAIRE extraction of three frozen pools of male and 

parthenogenetic female individuals was performed fol-

lowing the protocol of frozen tissues proposed by Simon 

et  al. [40] with the following parameters. Tissues were 

irst ground using a Biospec Bio-pulverizer and then ixed 

by the addition of 3% of hermo Scientiic Pierce formal-

dehyde during 8  min. he ixation was then stopped by 

the addition of glycine at 125  mM. Subsequently to the 

pellet rinsing and resuspension, the tissues were ground 

with a Tissue Lyser, using Qiagen metallic beads, during 

ive cycles of 5 min, each being interrupted during 2 min. 

he sonication steps were performed using a Bioruptor 

Plus during 12 cycles of 30 s, each being interrupted dur-

ing 30  s. Phenol chloroform extraction steps were per-

formed using Sigma phenol chloroform. Subsequently 

to its extraction, the FAIRE DNA was puriied the using 

ZYMO ChIP DNA Clean & Concentrator. Finally, FAIRE 

and Control DNA were quantiied using a Quantus with 

the Quantiluor dsDNA kit. he reproducibility of the 

replicates was assessed before sequencing by calculating 

the FAIRE/Control ratio described in Simon et al. [40].

FAIRE and Control DNA were sequenced using the Illu-

mina Hiseq 2000 instrument and ChIP TrueSeq kit. hree 

FAIRE samples for each morph were sequenced, while 

only a pool of the three samples from the same morph 

individuals was sequenced for control DNA. he eight 

diferent samples (six FAIRE and two Control samples) 

were 100-pb paired-end sequenced on a single lane. he 

raw sequenced data for these eight samples are available 

online at the NCBI under the BioProject accession num-

ber PRJNA348188. he reads were mapped using bowtie2 

with default parameters [70, 71]. Only uniquely mapped 

reads with a mapping quality over or equal to 30 were kept 

using SAMtools (RRID:SCR_002105) [72], following the 

IDR recommendations [42, 43]. For peak calling, we ana-

lyzed separately the reads mapping on the X and on auto-

somes to avoid bias related to the diference of coverage of 

the X chromosome (haploid in males) and autosomes (dip-

loid in males and females). In addition, Jaquiéry et al. [38] 

showed that over 50% of scafolds greater than 150 kb are 

chimeras of X and autosomes, which could induce artiicial 

peaks at breakpoints. Following IDR recommendations, 

MACS2 (RRID:SCR_013291) [41] was used to perform 

the peak calling with the following parameters: –f BAM –

nomodel –extsize 200 –slocal 1000 –llocal 10,000 –p 0.05. 

he –gsize parameter (which corresponds to the total size 

of the genome analyzed) has been adapted depending on 

the size of chromosome types (166,018,072  bp for the X 

and 340,086,956  bp for autosomes). IDR analyses were 

then performed as suggested in [43] using a threshold of 

0.04 for original replicates, of 0.04 for self-consistency rep-

licates and of 0.01 for pooled pseudoreplicates. Once the 

inal peak set for males and females was generated, HOMER 

suite (RRID:SCR_010881) [73] was used to calculate Venn 

Diagrams of males and females FAIRE peaks speciic-

ity. Segtools (RRID:SCR_004394) [74] with the aphidbase 

(RRID:SCR_001765) version 2.1 annotation of the pea 

aphid genome were used to assign the FAIRE peaks to vari-

ous genomic features such as promoters (1300 bp upstream 

TSS regions), TSS (deined as 200  bp upstream the irst 

base of 5′UTRs), 5′UTR, coding regions, introns, 3′UTR 

and intergenic regions. DeepTools2 [45] was used to cal-

culate and represent the FAIRE signal as the ratio between 

pooled FAIRE reads over Control reads on bins of 10 pb on 

whole genome. FAIRE signal data were irst retrieved along 

every gene and represented in heatmaps with deepTools2 

[45]. he mean FAIRE signal was calculated using R and 

represented using the ggplot2 package [67, 75]. In order to 

estimate a conidence interval for each mean FAIRE signal 

calculated, bootstrap was done using a custom R script that 

performed 1000 random resampling of the genes by taking 

into account the number of genes in each resampled set. 

99% conidence interval, which depends on gene number 

and FAIRE signal values, was then calculated and repre-

sented using the ggplot2 [75] package in the R software [67].

Drosophila BLAST and GO terms enrichment of molecular 

processes in the pea aphid

Since A. pisum gene functions are poorly characterized, 

the most eicient way to perform GO terms enrichment 
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in this organism was to compare unique D. melanogaster 

homologs of a given list of pea aphid genes of interest 

against all the unique D. melanogaster homologs found 

in the pea aphid annotation (aphidbase v2.1). In order to 

ind D. melanogaster homologs in the pea aphid, BLASTp 

(RRID:SCR_001010) [76] analyses were performed using 

BLAST+ [77] with default parameters. GO terms enrich-

ment of biological processes has then been done using 

GOrilla (RRID:SCR_006848) with default parameters 

[78, 79] using unique D. melanogaster’s homologs com-

ing from a gene list of interest as “target set” and all the 

unique D. melanogaster homologs found in the pea aphid 

annotation v2.1 as “background set”.

Abbreviations

H3K4me1: monomethylated lysine 4 of histone 3; H3K9ac: acetylated lysine 9 

of histone 3; macroH2A1: histone variant macroH2A1; H3K27me3: trimethyl-

ated lysine 27 of histone 3; lncRNA: long noncoding RNA; H4K20me1: mono-

methylated lysine 20 of histone 4; H4K16ac: acetylated lysine 16 of histone 

Additional iles

Additional ile 1. FAIRE and Control libraries coverages. Number of reads 

and coverage of X chromosome (X) and autosomes (A) for male and 

female control libraries.

Additional ile 2. Genome browser view of remarkable autosomal 

and X-linked regions displaying sex-specific and non-specific FAIRE-seq 

and RNA-seq signal. A, D: female-specific regions around the genes 

ACYPI003071 (uncharacterized protein) and ACYPI001644 (cuticular 

protein 44). B, E: male-specific regions around the genes ACYPI080359 

(uncharacterized protein) and ACYPI081672 (uncharacterized protein). 

C, F: regions in common between males and females for the genes 

ACYPI000061 (ATP synthase subunit beta) and ACYPI006656 (molybdate-

anion transporter). The RNA-seq and FAIRE-seq signals have been made 

equal between males and females for each region.

Additional ile 3. Mean FAIRE coverage calculated for all autosomal 

genes (left, black) and X-linked genes (right, gray) for males (blue) and 

females (red). 99% CI based on 1000 bootstrap is shown around the mean. 

The FAIRE coverage has been normalized by read-depth in order to allow 

the comparison between males and females data.

Additional ile 4. Mean FAIRE signal and proportion of X-linked and 

autosomal genes depending on their expression profile, grouped by 

sex. Genes have been categorized in four different classes: unexpressed 

(A, E), male-biased (B, F), female-biased (C, G) and unbiased (D, H) genes 

between the two sexes based on gene expression data. The mean FAIRE 

signal has been calculated around each gene class (500 bp) and in their 

gene body (scaled), depending on the chromosome type (autosomes 

in dark color, X chromosome in light color) and depending on the sex 

(males, top in blue and females, bottom in red. 99% CI based on boot-

straps is also shown around the mean.

Additional ile 5. GO enrichment of biological processes for autosomal 

and X-linked, male- and female-biased genes.

Additional ile 6. Protein sequence comparison of the Drosophila’s DCC 

in the pea aphid. Clustal multiple sequence alignment by MUSCLE (3.8) 

of A. pisum’s homologs of D. melanogaster DCC. Proteic domains of the 

Drosophila are represented in full color boxes above the alignments. A. 

pisum gene names found by BLASTp are indicated in parenthesis.

Additional ile 7. Protein conservation of the Drosophila’s DCC in the 

pea aphid. Proteic domains percentage of identity between A. pisum 

homologs of the five proteins composing the DCC of D. melanogaster.

4; DCC: dosage compensation complex; RNA Pol II: RNA polymerase II; MSL1, 

MSL2 and MSL3: male-specific lethal 1, 2 and 3; MOF: males absent on the first; 

MLE: maleless; roX1, roX2: RNA on X chromosome 1 or 2; FAIRE: Formaldehyde-

Assisted Isolation of Regulatory Elements; NDR: nucleosome-depleted regions; 

TSS: transcription start site; RPKM: reads per kilobase of transcript per million 

mapped reads; TPM: transcripts per million; IDR: irreproducible discovery 

rate; MACS2: model-based analysis for ChIP-seq; 5′/3′UTR: five or three prime 

untranslated region; CI: confidence interval; GO: gene ontology; ATAC: assay 

for transposase-accessible chromatin; MOZ-SAS: MOZ is a monocytic leukemia 

Zn_finger protein and the SAS protein from Saccharomyces cerevisiae; FDR: 

false discovery rate; ChIP: chromatin immunoprecipitation; HOMER: Hypergeo-

metric Optimization of Motif EnRichment; BLAST: basic local alignment search 

tool; NCBI: National Center for Biotechnology Information; MUSCLE: MUltiple 

Sequence Comparison by Log-Expectation.
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Additional file 1: FAIRE and Control libraries coverages. Number of reads and coverage 

of X chromosome (X) and autosomes (A) for male and female control libraries.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  Female Control (AA XX) Male Control (AA X0) 

  X A X A 

Number of reads 4 906 829 9 454 084 5 304 035 22 708 453 

Number of base covered 490 682 900 945 408 400 530 403 500 2 270 845 300 

Size 166 018 072 340 086 956 166 018 072 340 086 956 

Coverage (expressed in x) 3.0 2.8 3.2 6.0 

 









Additional file 5: GO enrichment of biological processes for autosomal and X-linked, 

male and female-biased genes. 

 

X-linked male-biased genes GO enrichment. Enriched Biological Processes GO terms of 

male-biased X-linked genes with unique D. melanogaster homologs (n=235). 

GO term Description P-value  FDR q-value  

Enrichment (N. B. 
n. b)  

GO:0003341  cilium movement 1.82E-12 1.05E-08 
19.59 

(5349.13.210.10) 

GO:0007018  microtubule-based movement 9.01E-07 2.60E-03 
4.75 

(5349.75.210.14) 

GO:0007017  microtubule-based process 5.86E-05 1.13E-01 
2.56 

(5349.209.210.21) 

GO:0006513  protein monoubiquitination 5.97E-05 8.63E-02 
25.47 

(5349.3.210.3) 

GO:0046692  sperm competition 7.36E-05 8.52E-02 
14.56 

(5349.7.210.4) 

GO:0044706  multi-multicellular organism process 1.43E-04 1.38E-01 
12.74 

(5349.8.210.4) 

GO:0045814  

negative regulation of gene expression. 
epigenetic 

3.42E-04 2.83E-01 
5.09 

(5349.35.210.7) 

GO:0040029  

regulation of gene expression. 
epigenetic 

6.23E-04 4.50E-01 
3.40 

(5349.75.210.10) 

GO:0044703  multi-organism reproductive process 8.91E-04 5.73E-01 
8.49 

(5349.12.210.4) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



X-linked female-biased genes GO enrichment. Enriched Biological Processes GO terms 

of female-biased X-linked genes with unique D. melanogaster homologs (n=182). 

GO term Description P-value  FDR q-value  

Enrichment (N. B. 
n. b)  

GO:0009886  post-embryonic animal morphogenesis 3.97E-05 2.29E-01 
4.56 

(5349.309.38.10) 

GO:0048518  positive regulation of biological process 4.02E-05 1.16E-01 
2.85 

(5349.790.38.16) 

GO:0048583  regulation of response to stimulus 9.16E-05 1.77E-01 
3.19 

(5349.573.38.13) 

GO:0009653  anatomical structure morphogenesis 1.22E-04 1.76E-01 
2.75 

(5349.768.38.15) 

GO:0048522  positive regulation of cellular process 1.40E-04 1.61E-01 
2.88 

(5349.685.38.14) 

GO:0010646  regulation of cell communication 1.45E-04 1.40E-01 
3.28 

(5349.515.38.12) 

GO:0023051  regulation of signaling 1.45E-04 1.20E-01 
3.28 

(5349.515.38.12) 

GO:0035120  

post-embryonic appendage 
morphogenesis 

2.87E-04 2.07E-01 
5.27 

(5349.187.38.7) 

GO:0035114  

imaginal disc-derived appendage 
morphogenesis 

3.27E-04 2.10E-01 
5.16 

(5349.191.38.7) 

GO:0035107  appendage morphogenesis 3.95E-04 2.28E-01 
5.00 

(5349.197.38.7) 

GO:0002682  regulation of immune system process 4.00E-04 2.10E-01 
6.03 

(5349.140.38.6) 

GO:0003002  regionalization 4.46E-04 2.15E-01 
4.90 

(5349.201.38.7) 

GO:0030718  

germ-line stem cell population 
maintenance 

5.31E-04 2.36E-01 
10.43 

(5349.54.38.4) 

GO:0009966  regulation of signal transduction 8.96E-04 3.70E-01 
3.12 

(5349.451.38.10) 

 

 

 

X-linked unbiased genes GO enrichment. Enriched Biological Processes GO terms of 

unbiased X-linked genes with unique D. melanogaster homologs (n=517). 

GO term Description P-value  FDR q-value  

Enrichment (N. B. 
n. b)  

GO:0007424  open tracheal system development 4.23E-04 1.00E+00 
2.44 

(5349.81.461.17) 

GO:0060541  respiratory system development 4.23E-04 1.00E+00 
2.44 

(5349.81.461.17) 

GO:0098732  macromolecule deacylation 8.14E-04 1.00E+00 
5.80 

(5349.10.461.5) 

 

 



 

Autosomal male-biased genes GO enrichment. Enriched Biological Processes GO terms 

of male-biased autosomal genes with unique D. melanogaster homologs (n=598). 

GO term Description P-value  FDR q-value  

Enrichment (N. B. 
n. b)  

GO:0006629  lipid metabolic process 8.50E-08 4.91E-04 
2.21 

(5349.214.532.47) 

GO:0044281  small molecule metabolic process 1.34E-07 3.87E-04 
1.85 

(5349.374.532.69) 

GO:0044710  single-organism metabolic process 1.83E-07 3.52E-04 
1.54 

(5349.776.532.119) 

GO:0055085  transmembrane transport 7.74E-07 1.12E-03 
2.14 

(5349.202.532.43) 

GO:0044712  single-organism catabolic process 2.96E-05 3.42E-02 
2.41 

(5349.100.532.24) 

GO:0042445  hormone metabolic process 4.14E-05 3.99E-02 
3.66 

(5349.33.532.12) 

GO:0055114  oxidation-reduction process 4.20E-05 3.47E-02 
1.86 

(5349.227.532.42) 

GO:0006091  

generation of precursor metabolites 
and energy 

1.20E-04 8.67E-02 
2.99 

(5349.47.532.14) 

GO:0006820  anion transport 1.49E-04 9.58E-02 
3.26 

(5349.37.532.12) 

GO:0015698  inorganic anion transport 2.03E-04 1.17E-01 
3.93 

(5349.23.532.9) 

GO:0044255  cellular lipid metabolic process 2.36E-04 1.24E-01 
1.95 

(5349.155.532.30) 

GO:0006082  organic acid metabolic process 3.93E-04 1.90E-01 
1.77 

(5349.204.532.36) 

GO:0044262  

cellular carbohydrate metabolic 
process 

4.15E-04 1.85E-01 
3.35 

(5349.30.532.10) 

GO:0006865  amino acid transport 4.22E-04 1.74E-01 
3.62 

(5349.25.532.9) 

GO:0030239  myofibril assembly 5.15E-04 1.99E-01 
5.03 

(5349.12.532.6) 

GO:0006099  tricarboxylic acid cycle 5.72E-04 2.07E-01 
3.83 

(5349.21.532.8) 

GO:0044282  small molecule catabolic process 5.92E-04 2.01E-01 
2.61 

(5349.54.532.14) 

GO:0015849  organic acid transport 8.08E-04 2.60E-01 
3.35 

(5349.27.532.9) 

GO:0006979  response to oxidative stress 8.41E-04 2.56E-01 
2.43 

(5349.62.532.15) 

GO:0032787  

monocarboxylic acid metabolic 
process 

8.64E-04 2.50E-01 
2.28 

(5349.75.532.17) 

GO:0043648  dicarboxylic acid metabolic process 8.77E-04 2.41E-01 
4.64 

(5349.13.532.6) 

GO:0006121  

mitochondrial electron transport. 
succinate to ubiquinone 

9.79E-04 2.57E-01 
10.05 

(5349.3.532.3) 

 

 

 



Autosomal female-biased genes GO enrichment. Enriched Biological Processes GO 

terms of female-biased autosomal genes with unique D. melanogaster homologs (n=1107). 

GO term Description P-value  FDR q-value  

Enrichment (N. B. n. 
b)  

GO:0002181  cytoplasmic translation 2.75E-32 1.59E-28 
4.31 

(5349.74.1023.61) 

GO:0006807  

nitrogen compound metabolic 
process 

1.69E-20 4.89E-17 
1.52 

(5349.1144.1023.332) 

GO:0034641  

cellular nitrogen compound metabolic 
process 

1.80E-20 3.46E-17 
1.56 

(5349.1020.1023.304) 

GO:0022402  cell cycle process 4.88E-17 7.05E-14 
1.89 

(5349.401.1023.145) 

GO:0090304  nucleic acid metabolic process 1.85E-15 2.14E-12 
1.62 

(5349.672.1023.208) 

GO:0051298  centrosome duplication 2.61E-13 2.51E-10 
3.56 

(5349.47.1023.32) 

GO:0009059  macromolecule biosynthetic process 1.59E-12 1.32E-09 
1.74 

(5349.399.1023.133) 

GO:0031023  

microtubule organizing center 
organization 

2.18E-12 1.58E-09 
2.73 

(5349.88.1023.46) 

GO:0034645  

cellular macromolecule biosynthetic 
process 

2.69E-12 1.73E-09 
1.79 

(5349.354.1023.121) 

GO:0006139  

nucleobase-containing compound 
metabolic process 

4.14E-12 2.39E-09 
1.48 

(5349.789.1023.224) 

GO:1901360  

organic cyclic compound metabolic 
process 

4.43E-12 2.33E-09 
1.45 

(5349.883.1023.245) 

GO:0006412  translation 7.71E-12 3.71E-09 
2.16 

(5349.172.1023.71) 

GO:0051297  centrosome organization 1.03E-11 4.58E-09 
2.71 

(5349.85.1023.44) 

GO:0006396  RNA processing 1.16E-11 4.79E-09 
1.83 

(5349.306.1023.107) 

GO:0043043  peptide biosynthetic process 1.26E-11 4.87E-09 
2.13 

(5349.177.1023.72) 

GO:0032502  developmental process 1.28E-11 4.61E-09 
1.27 

(5349.1787.1023.434) 

GO:0016071  mRNA metabolic process 1.30E-11 4.42E-09 
1.97 

(5349.231.1023.87) 

GO:1903047  mitotic cell cycle process 1.38E-11 4.44E-09 
1.90 

(5349.261.1023.95) 

GO:0006725  

cellular aromatic compound metabolic 
process 

1.47E-11 4.46E-09 
1.45 

(5349.856.1023.237) 

GO:0016070  RNA metabolic process 1.68E-11 4.87E-09 
1.60 

(5349.522.1023.160) 

GO:0046483  heterocycle metabolic process 2.30E-11 6.32E-09 
1.45 

(5349.828.1023.230) 

GO:0043604  amide biosynthetic process 2.39E-11 6.28E-09 
2.10 

(5349.179.1023.72) 



Autosomal unbiased genes GO enrichment. Enriched Biological Processes GO terms of 

unbiased autosomal genes with unique D. melanogaster homologs (n=2805). 

GO term Description P-value  FDR q-value  

Enrichment (N. B. n. 
b)  

GO:0051179  localization 7.61E-07 4.40E-03 
1.14 

(5349.1063.2508.569) 

GO:0006810  transport 1.66E-06 4.80E-03 
1.15 

(5349.910.2508.491) 

GO:0051234  establishment of localization 7.24E-06 1.40E-02 
1.14 

(5349.945.2508.504) 

GO:0006898  receptor-mediated endocytosis 1.94E-05 2.80E-02 
1.73 

(5349.37.2508.30) 

GO:0007264  

small GTPase mediated signal 
transduction 

6.54E-05 7.57E-02 
1.44 

(5349.89.2508.60) 

GO:0072583  clathrin-dependent endocytosis 6.71E-05 6.47E-02 
1.73 

(5349.32.2508.26) 

GO:0035556  intracellular signal transduction 1.08E-04 8.90E-02 
1.26 

(5349.221.2508.131) 

GO:0016192  vesicle-mediated transport 1.39E-04 1.01E-01 
1.20 

(5349.355.2508.200) 

GO:0048488  synaptic vesicle endocytosis 2.05E-04 1.32E-01 
1.71 

(5349.30.2508.24) 

GO:0099643  signal release from synapse 3.78E-04 2.19E-01 
1.40 

(5349.82.2508.54) 

GO:0001505  regulation of neurotransmitter levels 3.85E-04 2.02E-01 
1.38 

(5349.91.2508.59) 

GO:0023061  signal release 4.17E-04 2.01E-01 
1.40 

(5349.84.2508.55) 

GO:0099003  vesicle-mediated transport in synapse 4.35E-04 1.93E-01 
1.55 

(5349.44.2508.32) 

GO:0006464  cellular protein modification process 5.41E-04 2.24E-01 
1.14 

(5349.601.2508.320) 

GO:0036211  protein modification process 5.41E-04 2.09E-01 
1.14 

(5349.601.2508.320) 

GO:0099531  

presynaptic process involved in 
chemical synaptic transmission 

6.48E-04 2.34E-01 
1.38 

(5349.85.2508.55) 

GO:0070647  

protein modification by small protein 
conjugation or removal 

7.97E-04 2.71E-01 
1.29 

(5349.139.2508.84) 

GO:0007269  neurotransmitter secretion 9.15E-04 2.94E-01 
1.39 

(5349.75.2508.49) 

 

 

 

 

 



Additional file 6: Protein sequence comparison of the Drosophila’s DCC in the pea 

aphid. CLUSTAL multiple sequence alignment by MUSCLE (3.8) of A. pisum’s homologs of 

D. melanogaster DCC. Proteic domains of the Drosophila are represented in full color boxes 

above the alignments. A. pisum gene names found by BLASTp are indicated in parenthesis. 

MSL1 (XM_003243415.1) 
 

MSL1_DROME      MDKRFKWPPKKRANYLESPYPHIPSRGRQRNLHGHPNQTQHLHQHPGKIYERQQYGNGRG 

MSL1_ACYPI      MARR-----------------------------------------------RNSRGVGRA 

                * .*                                               *:. * **. 

 

MSL1_DROME      GHGGGNNNYRKLLHSLPAEHGGGAMAPPSSGGTVCAGADMVKLISENNNLRRMVMLNLNL 

MSL1_ACYPI      ------------------------------------------------------------ 

                                                                             

 

MSL1_DROME      MQEQTDSIAAKDKELDDQSAKMSVVKAQNEELKQAVAQLEAANQELCKQLRRKNQRRNDN 

MSL1_ACYPI      --------SAMSKEKDEK------------------------------------------ 

                        :* .** *::                                           

 

MSL1_DROME      DDDDDDPPLPPAAPQQKLIRCHAETQTVFREREQGTQTIDAQPQFANALPRGINMKESPA 

MSL1_ACYPI      ------------------------------------------------------------ 

                                                                             

 

MSL1_DROME      LDHHAGAVTNQPASKRSESKGRGEFNGKKVSTFILQRMNQDFEHHIHEQTEVAEEHEMEA 

MSL1_ACYPI      ---------------------------------IL------------------------- 

                                                 **                          

 

MSL1_DROME      HKEQISQEEDQLVAEEDHLHMQEVHTEEVVGGDIFHDALESIEMEVVTEELVDMEEHGQS 

MSL1_ACYPI      ---QLTNEVEYLKQKSDVLSFTQVSS---------------------------------- 

                   *:::* : *  :.* * : :* :                                   

 

MSL1_DROME      VDANGHIEEDDDEDDEDDENSDKDDDSEEDDYPWMHSDADVNARTEEELWQNQNYLLELD 

MSL1_ACYPI      ------------------------------------------------------------ 

                                                                             

 

MSL1_DROME      PTEEKTCAPSAHSTPNHQQKSSTQAEIRKEGNQNRITEKLLQLKPEPMVDALEAPILPKW 

MSL1_ACYPI      -----TCSS--------------------------------------------------- 

                     **:.                                                    

 

MSL1_DROME      VAFKKKDKEHESVPESPEVPKQQPHQEDAIVDHNAIKNQLEVPKPDLKPKDQPKDEQRQD 

MSL1_ACYPI      ----------------------------GIGDLSLAEKQYQQEHQHIKPK---------- 

                                            .* * .  ::* :  :  :***           

 

MSL1_DROME      GQLDVRVEPQEDVRKVQKETLKRQPEDAPKHLPKAVAPKVTKTSSRESTLPKANTADIKD 

MSL1_ACYPI      -------------KRTIRQAATKQPNPDP--------LESNQTKRRRTSIPQTKSAKLKN 

                             ... .:: ..**:  *         : .:*. * :::*::::*.:*: 

 

MSL1_DROME      APAQKVIANHQSTKT---QTDPVKTQRLQVKIRQYEMHPDMRTGSSAPSDIRKQKNVDPV 

MSL1_ACYPI      TEELSLITADDAYYTCLGSYDPIKS--------------------------------NPV 

                :   .:*:  ::  *   . **:*:                                :** 

 

MSL1_DROME      STPETKTIKSKSMLVNDKKTTSETSQSPDQEIDVETVRRKLAEHLKKELLSQSHSSQVTL 

MSL1_ACYPI      SKNTKRNI---------------------------------------------------- 

                *.  ...*                                                     

 

MSL1_DROME      KKIRERVATNLIYPPPSAPVSSTTITPAPTPSTTPTPGSTPQHAVTSSMDQEISAAKSKS 

MSL1_ACYPI      ------------------------------------------------------------ 

                                                                             

 

MSL1_DROME      KAAEQIATPLTPQSNSSVSSTTSTIRKTLNNCSPHTYSKATARSGKLQSRFRTATFPYST 

MSL1_ACYPI      ------------------------------------------------------------ 

                                                                             



         _____________    ______________     

MSL1_DROME      RTWEDQEFHCDNEFFLEEADELLADNPSLEIPKWRDVPVPPSSDKIDTELLSDATFERRH 

MSL1_ACYPI      -----------------------------EIPNYRLKKYSCRNSAKGIELMSDAIFQKRH 

                                             ***::*    .  ..  . **:*** *:.** 

 

          _____________________________PEHE___________________________ 

MSL1_DROME      QKYVKDEVDRKCRDARYMKEQIRLEQLRMRRNQDEVLVALDPLRA--STFYPLPEDIEAI 

MSL1_ACYPI      FKHERSEQICKRRDLRQIRELIRVENLRKGRNKHHSQKSNDNNKEELTTLLPSPSNIKSI 

                 *: ..*   * ** * :.* **:*:**  **:     : *  .   :*: * *.:*::* 

 

 

   ____________________________________________ 

MSL1_DROME      QFVNEVTVQAFGENVVNMEARDDFGVPWVDAIEAPTSIARSKALAEPVATLASKKIPTTA 

MSL1_ACYPI      EITNKLPVSAFGINLYRLTC---------------------------------------- 

                ::.*::.*.*** *: .: .                                         

 

MSL1_DROME      AEARHQENHSSYVFPKRRKRQKNR 

MSL1_ACYPI      ------------------------ 

 

MSL2 (ACYPI49193) 

 
           ______________________ 

MSL2_DROME      MAQTAYLKVTRIAMRSASNLSKRRVEELNSGLGELRQLLSCVVCCQLL--VDPYSPKGKR 

MSL2_ACYPI      MALIEYYLSTSQIVLQAKSTDPLTWQKLHSLLPLLHEHLSCQVCHKLVDRLNPY------ 

                **   *   *   : .*.. .    ::*:* *  *.: *** ** :*:  ::**       

 

   ___________________zf-RING10________________________ 

MSL2_DROME      CQHNVCRLCLRGKKHLFPSCTQCEGCSDFKTYEENRMMAAQLLCYKTLCVHLLHSALFGE 

MSL2_ACYPI      LDGYACTVCVNHQITENPS-------------------SAIIQCYKKLCAYIHSSPLYKV 

                 :  .* :*:. :    **                   :* : ***.**.::  *.*:   

 

MSL2_DROME      LAGMRPQVARELVPRIKLPPKTTQEFIREGSNISDTFDIFLPQPDLPFLKDMPTSLPAET 

MSL2_ACYPI      MC-------------TRVEDKRLVELVTE------------------------------- 

                :.              .:  *   *:: *                                

 

MSL2_DROME      PPTSAVTTPELPYDHHLNISDIEAEAAATAEQGHFSPLPLLPTGSRMGMLSHAGQIVIAT 

MSL2_ACYPI      --------------------------------------------------------VISL 

                                                                        **:  

 

MSL2_DROME      ESSESGFMDQAWTDQVDLSGTVSVSKYTNSGNNFAVSYVMPTSATTKFDPQELQIGQVVQ 

MSL2_ACYPI      PRSINGY-----------SGMVN--------------------------------GTVIK 

                  * .*:           ** *.                                * *:: 

 

MSL2_DROME      MADSTQLAVLAAVEETVETSTQLTVLSTTVEETVETSTQLEVLTSAEEPNEISDQLANLQ 

MSL2_ACYPI      QEKK---------EKDIEDDSTLMVNGTMNKQEIK------------------------- 

                  ..         *: :* .: * * .*  :: ::                          

 

MSL2_DROME      VEESDEALVEETVEEAEGTSIPSEVVAEHMEEDQHLDVHTSQSPTQTEMEEAVEEHVATK 

MSL2_ACYPI      ----EEDIEDDSTLMVNGTMNKQEIKEEDIEDDFTLMVNGIMNKQEIKEENSKDDI---- 

                    :* : :::.  .:**   .*:  * :*:*  * *:   .  : : *:: ::      

 

MSL2_DROME      TQLGHVQTELQDAESLQKDFEDAKAAAEEAKEKEKDLHAISAELQKEDSDEPTLKRKRTR 

MSL2_ACYPI      TLISSSDIQLPTVNETPEDYINYQIFDVQSQ----------------------------- 

                * :.  : :*  .:.  :*: : :    :::                              

 

            _____________________ 

MSL2_DROME      TLKASQAAKIEPVPSEVKTKVQSGKGALRRIRGKDKEEKVKPPKPKCRCGISGSSNTLTT 

MSL2_ACYPI      -----------------KHKIQN-QSVFNNIPKKKKNER----RWGCRCGNATTTPGKLT 

                                 * *:*. :..:..*  *.*:*.    .  **** : ::    * 

 

   ___________MSL2-CXC______________ 

MSL2_DROME      CRNSRCPCYKSYNSCAGCHCVCCKNPHKEDYVESDEDDDLEDFEMPKDVPEPMTQSEEPV 

MSL2_ACYPI      CFGQRCPCYTEQKPCDQCKCRGCRNPRQK---RSNNDDNLE------------------- 

                * ..*****.. :.*  *:*  *.**.::    *::**:**         

            

 



MSL2_DROME      VAEPRQEENSMAPPDSSAPISLVPLNNLQQSQHPLVLVQNEKGEYQGFNIFQGSKPLDPV 

MSL2_ACYPI      IDQIRRK-----------PVTLELVSSLKPSSH-----NNSNSLFSAYTMHD-------- 

                : : *.:           *::*  :..*: *.*     :*.:. :..:.:.:         

 

MSL2_DROME      TVGFTIRVQLQHTDGFGSLPQYAYIMPTIDPPNPPAPSLSPPPPPAPDREVIEPPAKKFR 

MSL2_ACYPI      MLQFS-----SHSQQFD------------------------------------------- 

                 : *:     .*:: *.                                            

 

MSL2_DROME      TSRTRRGRANFSALDTVDELVSGGSRSNSAAGDRSSATDNAHSLFEEIMSGSDDL 

MSL2_ACYPI      ---------------------QGGTEDN---------LGHVNSIFHSP------- 

                                     .**: .*          .:.:*:* .         

 

MSL3 (ACYPI000966) 
 

MSL3_DROME      MTELRDET-PLFHKGEIVLCYEPDKSKARVLYTSKVLNVFERRNEHGLRFYEYKIHFQGW 

MSL3_ACYPI      MAAKKVLTKSKFEEGEKVLCYEPDPAKTKVLYDSKVLRVVPEKDEQGRKFCKFLIHFQGW 

                *:  .  * . * :** ******* :*:.*** ****.*.  .:*:* .* :: ****** 

 

MSL3_DROME      RPSYDRCVRATVLLKDTEENRQLQRELAEAAKLQIRGDYSYKGTPDKPSAKKKRGGKAAH 

MSL3_ACYPI      NSTWDRFVTDEFILKDTEENRKLQKELAEEAQLTPGGNL-YRKERKKRAVKLE---PKPL 

                ..::** *   .:********:**.**** *:*   *:  *.   .* :.* :     .  

 

MSL3_DROME      VEEPIVVPMDTGHLEAEHEMAPTPRAAGNRTRDNSGGKRKEKPPSGDGRLKGNRGRQTET 

MSL3_ACYPI      VIEPAVVTIDDKSM-VENENVPVP------------------------------------ 

                * ** **.:*   : .*:* .*.*                                     

 

     __________________________________________________________ 

MSL3_DROME      FYNNAINDVSVYNHVPQEDRIMMRVSERLRELIEYDRNMIKVLGKQHALPARVPIVTIME 

MSL3_ACYPI      -----IDTI----LLPKRRLPDLEFPDNLKFHTGYNCYLVHEKNTLVQLPCQPNVVTLLE 

                     *: :     :*:     : ..:.*.    *:  :::  ..   **..  :**::* 

 

   ____________________________________________________________ 

MSL3_DROME      NFVKQQAVELAISIKQDSSRARNTQSRNARMEREYDRVMSTVCMLKEVVDGLRIYFEFHV 

MSL3_ACYPI      SYLRYLARNNFSDNKTTKKKRQPEVLDKKQLEKRY-----IICV--EVLDGLRICFNTFL 

                .::.  * :   . *  ... .     : .:*. *      :*:  **:***** *: .: 

 

   ___________________________MRG______________________________ 

MSL3_DROME      DDHLLYTEEKE---YVHNYLTDDNMRNCSLILNKSYEYINPSGDTELIGLDGTPVVEGSG 

MSL3_ACYPI      FRKLLVNEDEQAQYYEALKVTLQPPVNNIIPQNGEQDYDNVPNDEESESHDNKNNVKAKR 

                  :** .*:::   *    :* :   *  :  * . :* * ..* *  . *..  *:..  

 

   ____________________________________________________________ 

MSL3_DROME      DTNGQIGVINIGGPEYEKQLQKCLLYIVTAS--GKNTAQAYERTSPYTAAYKLPVEMRGF 

MSL3_ACYPI      DNTRS------STSQYASSQQTCSDCSLTKSQCSKIVKDTFEKARD------------EY 

                *.. .      . .:* .. *.*    :* *  .* . :::*.:               : 

 

   ____________________________________________________________ 

MSL3_DROME      LNETFKWRLLS----AESPPEKSMVFGAPHLVRLMIKMPMFLNASPISNKKLEDLLPHLD 

MSL3_ACYPI      VSKADSWKAVPDSAYDEEIKQPAVVYGVYHLLRLLENLPKILANTEVDGEKLSIVYLYSN 

                :.:: .*. :.     *.  : ::*:*. **:**: ::* :*  : :..:**. :  : : 

 

   ___________________ 

MSL3_DROME      AFINYLENHREWFDRENFVNSTALPQEDLQRELLDSLDGIAA 

MSL3_ACYPI      GLLKYLSTQTYLFGMQYYVKNEMEDAVKSSAPIRNHRNHKNI 

                .:::**..:   *. : :*:.      . .  : :  :     

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



MOF (ACYPI002102) 

 
MOF_DROME       MSEAELEQTPSAGHVQEQPIEEEHEPEQEPTDAYTIGGPPRTPVEDAAAELSASLDVSGS 

MOF_ACYPI       -----------------------------------------MVVHHSATSVSMEVD---- 

                                                           *  :*:.:* .:*     

 

MOF_DROME       DQSAEQSLDLSGVQAEAAAESEPPAKRQHRDISPISEDSTPASSTSTSSTRSSSSSRYDD 

MOF_ACYPI       ------------------------------------------------------------ 

                                                                             

 

MOF_DROME       VSEAEEAPPEPEPEQPQQQQQEEKKEDGQDQVKSPGPVELEAQEPAQPQKQKEVVDQEIE 

MOF_ACYPI       ------------------------------------------------------------ 

                                                                             

 

MOF_DROME       TEDEPSSDTVICVADINPYGSGSNIDDFVMDPDAPPNAIITEVVTIPAPLHLKGTQQLGL 

MOF_ACYPI       ------------------------------------------------------------ 

                                                                             

 

MOF_DROME       PLAAPPPPPPPPAAEQVPETPASPTDDGEEPPAVYLSPYIRSRYMQESTPGLPTRLAPRD 

MOF_ACYPI       ----------PPRNANSPDDPKT------------------------------------- 

                          **   : *: * :                                      

 

MOF_DROME       PRQRNMPPPAVVLPIQTVLSANVEAISDDSSETSSSDDDEEEEEDEDDALTMEHDNTSRE 

MOF_ACYPI       --------------------------ANGSSENEKAEDSESSEDG--------------- 

                                          ::.***...::*.*..*:.                

 

   _________________________________Tudor-knot_________________ 

MOF_DROME       TVITTGDPLMQKIDISENPDKIYFIRREDGTVHRGQVLQSRTTENAAAPDEYYVHYVGLN 

MOF_ACYPI       -----------PLDVGEH----YLVRRYDDSWHPAEVLHTRFNDTEHLF-EYYVHYEGYN 

                            :*:.*:    *::** *.: * .:**::* .:.     ****** * * 

 

   _____________ 

MOF_DROME       RRLDGWVGRHRISDNADDLGGITVLPAPPLAPDQPSTSREMLAQQAAAAAAASSERQKRA 

MOF_ACYPI       RRLDQWVPRDRIMNSRFDI--------------------------------SEKNWKQKD 

                **** ** * ** :.  *:                                :..:.::.  

 

MOF_DROME       ANKDYYLSYCENSRYDYSDRKMTRYQKRRYDEINHVQKSHAELTATQAALEKEHESITKI 

MOF_ACYPI       VNKNLDL-------LNQSDRKITRNQKRRHDEINHVPMSYAEMDPTTAALEKEHEAITKI 

                .**:  *        : ****:** ****:******  *:**: .* ********:**** 

 

   ____________________________________________________________ 

MOF_DROME       KYIDKLQFGNYEIDTWYFSPFPEEYGKARTLYVCEYCLKYMRFRSSYAYHLHECDRRRPP 

MOF_ACYPI       KYINKVQLGKYEIDTWYFSPFPAEYQKESKIWICEYCLKYSKLEKSFKYHMSQCTWRQPP 

                ***:*:*:*:************ ** *  .:::******* .: .*: **: :* .*.** 

 

   ____________________________________________________________ 

MOF_DROME       GREIYRKGNISIYEVNGKEESLYCQLLCLMAKLFLDHKVLYFDMDPFLFYILCETDKEGS 

MOF_ACYPI       GVEVYHKGSLSIWEVNSSQHKMYCQNLCLLAKLFLDHKTLYFDVEPFLFYILCEVDKVGA 

                * *:*.**.:**:***..: .:*** ***:********.****::*********.** *: 

 

   _________________________ MOZ-SAS __________________________ 

MOF_DROME       HIVGYFSKEKKSLENYNVACILVLPPHQRKGFGKLLIAFSYELSRKEGVIGSPEKPLSDL 

MOF_ACYPI       HLVGYFSKEKDSPDCNNVACILTMPPFQRQGYGKLLIAFSYELSKLEGLVASPEKPLSDL 

                *:********.* :  ******.:**.**:*:************. **::.********* 

 

   _________________________________________________________ 

MOF_DROME       GRLSYRSYWAYTLLELMKTRCAPEQITIKELSEMSGITHDDIIYTLQSMKMIKYWKGQNV 

MOF_ACYPI       GKLSYRSYWSWVLLEILKNACGS--LSIKDLSAMTSITQTDIISTLQSMNMVKYWKGQHV 

                *.*******::.***::*. *..  ::**:** *:.**: *** *****:*:******:* 

 

MOF_DROME       ICVTSKTIQDHLQLPQFKQPKLTIDTDYLVWSPQT------AAAVVRAPGNSG 

MOF_ACYPI       ICVTPKNVEQLVSSEQYKRPRFILEGSAIKWTPKKYNPRPGPSRHSRSQYLAG 

                ****.*.::: :.  *:*.*.: :: . : *:*:.      .:   *:   :* 

 

 



MLE (ACYPI003650) 

 
MLE_DROME       ------------------------------------------------------------ 

MLE_ACYPI       MANPKAYLHEWCAKNNLELQFETKQAGSNCKPRLFICEVTVTGHNYIGVGNSTNKKLAQA 

                                                                             

 

MLE_DROME       ------------------------------------------------------------ 

MLE_ACYPI       NASKDYLLYLTKEGLISIDTYFLPSNCISGPASNGLMVNASQQLMNNVPPKSEYEEETSN 

                                                                             

 

MLE_DROME       ------------------------------------------------------------ 

MLE_ACYPI       ILGEAYRPNEKTNFQLNDFLNDENNVEEAEGLNLHAAVCGDWTIDNAKSHLNQFIQSNKL 

 

                                                                             

   _________________________________dsrm_______________________ 

MLE_DROME       --------MDIKSFLYQFCAKSQIEPKFDIRQTGPKNRQRFLCEVRVEPNTYIGVGNSTN 

MLE_ACYPI       KNIDYKYSCNPKTFLHEWCEKNNLEPQFKTKQAGSNRKPRFICEVIITGHDYIGIGNSAN 

                         : *:**:::* *.::**:*. .*:*.:.. **:*** :  : ***:***:* 

 

   _______________ 

MLE_DROME       KKDAEKNACRDFVNYLVRVGKLNTNDVPADAGASGGGPRTGLEGAGMAGGSGQQKRVFDG 

MLE_ACYPI       IKYAQENASKDFLLYLTRKGLVSTDSLASNC-ISGPASNDLMVNASQKLMNVPPKSVYQD 

                 * *::**..**: **.* * :.*:.:.::.  ** ...  : .*.    .   * *::. 

 

MLE_DROME       QSGPQDLGEAYRPLNHDGGDGGNRYSVIDRIQEQRDMNEAEAFDVNAAIHGNWTIENAKE 

MLE_ACYPI       HETPKMLGESYRPV------GKANFQFNDFLNDENNVEEAEHLDVNAAVHGGWTIDNAKS 

                :. *: ***:***:      *  .:.. * ::::.:::*** :*****:**.***:***. 

 

MLE_DROME       RLNIYKQTNNIRD-DYKYTPVGPEHARSFLAELSIYVPALNRTVTARESGSNKKSASKSC 

MLE_ACYPI       RLNQFIQSNKLKNTDYKYSFIG----KSHVAELSIYIAKLGRNVTARESGLNKRSASTSC 

                *** : *:*::.: ****: :*    .*.:******:. *.*.******* **.***.** 

 

MLE_DROME       ALSLVRQLFHLNVIEPFSGTLKKKKDEQLKPYPVKLSPNLINKIDEVIKGLDLPVVNPRN 

MLE_ACYPI       ALSFIRQLYHLGVIEPFSGSLKKSILNTVKPYEVNVDPLILNKVYNILQEFNIEPVIKND 

                ***::***:**.*******:***.  : :*** *::.* ::**: :::: :::  *  .: 

 

MLE_DROME       IKIELDGPPIPLIVNLSRIDSSQQDGEKRQESSVIPWAPPQANWNTWHACNIDEGELATT 

MLE_ACYPI       TIIEPE-TTISLISNQKLAEFKELKPIKL--SRAILWSPPQPNWNPWLAINIDEGPLATA 

                  ** : ..*.** * .  : .: .  *   * .* *:***.***.* * ***** ***: 

 

   ____________________________________________________________ 

MLE_DROME       SIDDLSMDYERSLRDRRQNDNEYRQFLEFREKLPIAAMRSEILTAINDNPVVIIRGNTGC 

MLE_ACYPI       TLDQLSEELAKDYTKKLNSSKGFKESIEMRSQLPVFNKKNEILDIIRKNSIVIIQGSTGC 

                ::*:** :  ..  .. :..: :.: :*:*.:**:   ..***  *..*.:***.*.*** 

 

   ____________________________DEAD____________________________ 

MLE_DROME       GKTTQIAQYILDDYICSGQGGYANIYVTQPRRISAISVAERVARERCEQLGDTVGYSVRF 

MLE_ACYPI       GKTTQVCQFILDEYLKNDQGAYCNIICTQPRKISAISIADRVAFERKEDIGLSVGYSVRF 

                *****:.*:***:*: ..**.*.**  ****.*****:*:*** ** *::* :******* 

 

   ____________________________________________________________ 

MLE_DROME       ESVFPRPYGAILFCTVGVLLRKLEAGLRGVSHIIVDEIHERDVNSDFLLVILRDMVDTYP 

MLE_ACYPI       DSIFPRSTGAILFCTVGVLLRKLENGMRGISHVIVDEIHERGVNSDFLMVVLKDMVYNYP 

                :*:***. **************** *:**:**:********.******:*:*.*** .** 

 

   __________________ 

MLE_DROME       DLHVILMSATIDTTKFSKYFGICPVLEVPGRAFPVQQFFLEDIIQMTDFVPSAESRRKRK 

MLE_ACYPI       DLRVIFMSATINTAMFSKYFNCCPVIDIKGRCYPVKEYFLEDIVQVLNYQPTPDIKKRMN 

                **.**:*****:*: *****. ***::: **.:**:::*****:*: :: *:.: ... : 

 

   ____________________________________________________________ 

MLE_DROME       EVEDEEQLLSEDKDEAEINYNKVCEDKYSQKTRNAMAMLSESDVSFELLEALLMHIKSK- 

MLE_ACYPI       KDYDDEYVI--DAQDHEENCNLLVSDDYPPEVKSKVALISEKYVDFEIIEALLTHIEIKM 

                :  *:* ::  * :: * * * : .*.*. :... :*::**. *.**::**** **: *  

 

 

 



   _________________________Helicase C_________________________ 

MLE_DROME       NIPGAILVFLPGWNLIFALMKFLQNTNIFGDTSQYQILPCHSQIPRDEQRKVFEPVPEGV 

MLE_ACYPI       NIPGAVLIFLPGWTLISALQKYLTEKQFFA-SSKFCVLPLHSQLPCADQRRVFEPVPSGV 

                *****:*:*****.** ** *:* :.::*. :*:: :** ***:*  :**.******.** 

 

   ____________________________________________________________ 

MLE_DROME       TKIILSTNIAETSITIDDIVFVIDICKARMKLFTSHNNLTSYATVWASKTNLEQRKGRAG 

MLE_ACYPI       RKVILSTNIAETSITIDDVVFVINYGKAKIKFFTSHNNMTHYATVWASKTNMQQRKGRAG 

                 *:***************:****:  **.:*:******:* **********::******* 

 

   __ 

MLE_DROME       RVRPGFCFTLCSRARFQALEDNLTPEMFRTPLHEMALTIKLLRLGSIHHFLSKALEPPPV 

MLE_ACYPI       RVSDGFCFHLCTKARYDKMDDHVTPEMFRSPLHEIALSIKLLRLGDIGQFLSKAIEPPPI 

                **  **** **:.**:: ::*::******:****:**:*******.* :*****:****: 

 

   ____________________________________________________________ 

MLE_DROME       DAVIEAEVLLREMRCLDANDELTPLGRLLARLPIEPRLGKMMVLGAVFGCADLMAIMASY 

MLE_ACYPI       DAVNEALVMLKEMKCLGINEELTPLGRILAKLPVEPQIGRMMVLGNILMLGDAFAIIAAI 

                *** ** *:*.**.**. *:*******:**.**:**.:*.***** ::  .* :**:*:  

 

   __________________________ HA2______________________________ 

MLE_DROME       SSTFSEVFSLDIGQRRLANHQKALSGTKCSDHVAMIVASQMWRREKQRGEHMEARFCDWK 

MLE_ACYPI       CSNMTDIFVFD---HRMTPAQRAFSGNRCSDHLALLNAFQQW-QSLDYCNINPTEYCERK 

                .*.::::* :*   .*::  *.*:**..****:*:: * * * .. :  :   : :*:.* 

 

   ____________________________________________________________ 

MLE_DROME       GLQMSTMNVIWDAKQQLLDLLQQAGFPEECMISHEVDERID-GDDPVLDVSLALLCLGLY 

MLE_ACYPI       MLSEPSLTTTADAMEQLKDLFIKIGFPEICFEKQRFDFGVEMHDDPLLDVVSAILTMGFY 

                 *. .::..  ** :** **: : **** *: .: .*  ::  ***:***  *:* :*:* 

 

   __________________________OB NTP BIND_______________________ 

MLE_DROME       PNICVHKEKRKVLTTESKAALLHKTSVNCSN-LAVTFPYPFFVFGEKIRTRAVSCKQLSM 

MLE_ACYPI       PNVCYHKVKRKVYTTEGKFALIHKTSVNCNNTMDGSFQSPFFVFAEKVRTTAVSCKQMTM 

                **:* ** **** ***.* **:*******.* :  :*  *****.**:** ******::* 

 

   _____________ 

MLE_DROME       VSPLQVILFGSRKIDLAANNIVRVDNWLNFDIEPELAAKIGALKPALEDLITVACDNPSD 

MLE_ACYPI       VTPIHLLLFGARKIEY-TKELVQLDNWINLKMDVTAASAIVALRPAIESLIVHASEEPGS 

                *:*::::***:***:  ::::*.:***:*:.::   *: * **.**:*.**. *.::*.. 

 

MLE_DROME       ILRLEEPYAQLVKVVKDLCVKSAGDFGLQRESGILPHQSRQFSDGGGPPKRGRFETGRFT 

MLE_ACYPI       IAMLSETDIKLINVLKELCNFNCGRYNLSPIT---------FVQGDRPNYRRPF------ 

                *  *.*.  :*::*:*:**  ..* :.*.  :         * :*. *  *  *       

 

MLE_DROME       NSSFGRRGNGRTFGGGYGNNGGGYGNNGGGYGNIGGGYGNNAGGYGNNGGYGNNGGGYRN 

MLE_ACYPI       NQTFNESGDAS------DNKVQHINHSHSSYNSFQRG---GRGRYNEGIGYRGNSSSLCD 

                *.:*.  *:.       .*:    .:. ..*..:  *   . * *.:. ** .*...  : 

 

MLE_DROME       NGGGYGNNGGGYGNKRGGFGDSFESNRGSGGGFRNGDQGGRWGNF 

MLE_ACYPI       EYNQRTYHDGGRSVREQGF-----TGYRSENGFKRC--------F 

                : .    :.** . .  **     :.  * .**..         * 

 

 

 

 

 

 

 



Additional file 7: Protein conservation of the Drosophila’s DCC in the pea aphid. 

Proteic domains percentage of identity between A. pisum homologs of the five proteins 

composing the DCC in D. melanogaster. 

 

D. melanogaster 

protein name 

A. pisum 

homologs 

Proteic 

domains 

A. pisum and D. melanogaster 

domain identity 

MSL1_DROME XM_003243415.1 PEHE 0.28 

MSL2_DROME ACYPI49193 
zf-RING10 0.25 

MSL2-CXC 0.32 

MSL3_DROME ACYPI000966 MRG 0.22 

MOF_DROME ACYPI002102 MOZ-SAS 0.67 

MLE_DROME ACYPI003650 

dsrm 0.45 

DEAD 0.68 

Helicase_C 0.69 

HA2 0.43 

OB NTP BIND 0.57 
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C. Discussion 

Grâce aux analyses décrites dans l’article ci-dessus, d’une part nous avons identifié un ratio 

d’expression X/A égal à 1 chez les mâles, suggérant une possible compensation de dose au niveau 

transcriptomique sur le X de ces derniers. D’autre part, nous avons identifié une accessibilité accrue 

de la chromatine de l’unique chromosome X des mâles de manière globale à l’échelle de l’ensemble 

des gènes portés par ce chromosome, et de manière plus locale, notamment au niveau des gènes 

non-sexe biaisés, et donc potentiellement compensés. Nous allons à présent discuter plusieurs points 

spécifiques présentés dans l’article, à savoir l’absence de données FAIRE-seq chez les femelles 

sexuées, le challenge bioinformatique qu’a constitué les analyses de ces données compte tenu de leur 

qualité et enfin des résultats supplémentaires non publiés concernant l’identification de lncARN mâle-

biaisés, notamment sur le chromosome X. 

1. Absence de données de FAIRE-seq chez les femelles sexuées 

Comme décrit au sein de l’article, les données d’expression ont été générées à partir de mâles, de 

femelles asexuées et de femelles sexuées, tandis que les données FAIRE-seq d’accessibilité de la 

chromatine n’ont été analysées qu’au niveau de pools d’individus mâles et de femelles asexuées. Ceci 

s’explique principalement par la difficulté d’obtention d’un ratio FAIRE comparable entre femelles 

sexuées, mâles et femelles asexuées (Tableau II). Comme décrit en matériel et méthode de ma thèse, 

le ratio FAIRE correspond à une comparaison du rendement en ADN FAIRE et du rendement en ADN 

Contrôle, et est calculé par la formule suivante pour chaque expérimentation FAIRE : 

Ratio FAIRE = 

ொ௨௔௡௧௜௧ï  
ᇲ

஺஽ே ி஺ூோா ∗ ௏௢௟௨௠௘  ௘ ௟௬௦௔௧ ௖௘௟௟௨௟௔௜௥௘
షభ

ொ௨௔௡௧௜௧ï  
ᇲ
஺஽ே ஼௢௡௧௥ô௟௘ ∗ ௏௢௟௨௠௘  ௘ ௟௬௦௔௧ ௖௘௟௟௨௟௔௜௥௘

షభ

 

Tableau II. Résultats d’extractions FAIRE à partir de 30 femelles asexuées, 40 femelles sexuées et 100 

mâles. Les concentrations correspondent à une moyenne relevée à partir de 3 réplicas techniques. 

 

; chantillons

/ oncentration A 5b 

/ ontrôle (ng/μ[ )

/ oncentration A 5b 

CA Lw9 (ng/μ[)

watio 

CA Lw9

9cart-type 

ratio CA Lw9

C. A sexuées CA Lw9 1 20.3 3.9 1.20

C. A sexuées CA Lw9 2 21.7 3.6 1.04

C. A sexuées CA Lw93 25.0 8.2 2.05

C. A sexuées / ontrôle* 22.3 - - -

a âle CA Lw9 1 5.9 3.4 3.57

a âle CA Lw9 2 4.8 1.8 2.32

a âle CA Lw9 3 4.8 2.3 3.00

a âles / ontrôle* 5.2 - - -

C. Sexuées CA Lw9 1 41.3 23.3 7.04

C. Sexuées CA Lw9 2 27.2 19.7 4.52

C. Sexuées CA Lw93 19.5 29.5 9.46

C. Sexuées / ontrôle* 29.3 - - -

0.54

0.63

2.47

* a élange équimolaire des A 5b / ontrôles extraits conjointement avec les A 5b CA Lw9



V. Chapitre I : Compensation de dose et accessibilité sexe-

spécifique du chromosome X chez Acyrthosiphon pisum  

C. Discussion 

 

 

109 

 

Par l’analyse du Tableau II, nous observons d’une part des ratios FAIRE plus élevés chez les femelles 

sexuées en comparaisons avec les autres morphes. D’autre part, l’écart-type des ratios FAIRE mesuré 

entre réplicas biologiques est environ 4 fois supérieur chez les femelles sexuées, comparativement 

aux mâles et aux femelles asexuées. Ces ratios FAIRE plus élevés et instables témoignent sans doute 

d’une interaction entre l’une des étapes du FAIRE avec les quantités importantes de lipides contenus 

dans les œ ufs des femelles sexuées. En général, les œ ufs des insectes, comme ceux des moustiques 

par exemple, sont constitués à plus de 70% de lipides gras insaturés[Ziegler, 2013], ce qui pourrait 

être le cas des œ ufs non-fertilisés que comportent les femelles ovipares dans leur abdomen chez A. 

pisum. La fixation au formaldéhyde de l’ADN avec les protéines histones est sans-doute l’étape la plus 

à même d’entrer en conflit avec de grandes quantités de lipides. On sait que le formaldéhyde réagit 

chimiquement avec la double liaison covalente des lipides insaturés (Figure 25). Cette réaction 

chimique génère un complexe comportant un groupement carbonyle en provenance du 

formaldéhyde, le rendant de fait moins disponible pour la formation de liaisons covalentes ADN-

protéine et protéine-protéine et reduisant ainsi potentiellement l’efficacité de la fixation de la 

chromatine[Wolman et Greco, 1952 ; Jones, 1969]. Ceci expliquerait le niveau élevé des ratios FAIRE 

observés chez les femelles sexuées, correspondant à une sous-fixation de la chromatine du fait de 

l’interaction de la graisse contenu dans leurs œ ufs non-fertilisés avec le formaldéhyde. 

La sous-fixation au formaldéhyde de la chromatine est responsable d’un ratio signal / bruit final, après 

séquenç age, généralement très bas, rendant difficile les analyses bioinformatiques des données 

générées. Ainsi, nous avons pris la décision de ne pas séquencer ces échantillons FAIRE obtenus à 

partir de femelles sexuées. Afin d’obtenir des échantillons de suffisamment bonne qualité, il aurait 

fallu réaliser de nouvelles extractions FAIRE en utilisant un protocole comportant un temps de fixation 

ou une concentration en formaldéhyde plus élevés. Il aurait également été possible de réaliser une 

précipitation préalable des lipides contenus dans les œ ufs après pulvérisation et broyage des tissus 

par centifugation, comme cela est effectué dans la préparation des œ ufs de Xénope pour l’étude de la 

réplication de l’ADN et des protéines associées à la chromatine [Gillespie et al., 2012]. 

Cependant les femelles sexuées constituent un matériel biologique difficile à générer, et ces résultats 

ayant été obtenus au début de la mise au point de la méthode FAIRE au sein du laboratoire, l’équipe 

manquait de temps et de recul sur la méthode pour prendre les décisions adéquates afin de générer 

de nouveaux échantillons FAIRE. En outre, les résultats obtenus à partir de ces nouveaux échantillons 

n’auraient sans doute pas été d’une importance cruciale au sein de l’article. En effet, les profils 

d’expression entre femelles sexuées et asexuées sont quasiment identiques (Figures 2. a, b, c et d de 

l’article 1), témoignant sans doute d’une accessibilité globale de la chromatine corrélée avec celle des 

femelles asexuées au niveau des chromosomes X et des autosomes, n’apportant donc pas 

d’information contradictoire vis-à-vis de l’accessibilité de la chromatine des individus mâle. 
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 Figure 25 | Réaction du formaldéhyde CH
2
OH avec la double liaison covalente des acides gras 

insaturés. A Différence entre les acides gras saturés et insaturés. La double liaison covalente C=C 

affectée par le formaldéhyde est indiquée en rose. B Les différentes formes d’acides gras insaturés 

pouvant se former lors de la réaction de la double liaison covalente de ces derniers avec du 

formaldéhyde, d’après [Jones, 1969]. 

 

2. Challenge bioinformatique : des données de qualité moyenne 

Les échantillons FAIRE mâles et femelles asexués séquencés comportent donc des ratio FAIRE 

reproductibles et en accord avec les recommandations trouvées dans la littérature (en moyenne 

inférieur à 3%) [Simon et al., 2012]. Après les étapes permettant la construction et le séquenç age des 

banques FAIRE-seq réalisées à partir de ces échantillons, il s’est avéré que l’ensemble de ces banques 

contenaient une proportion anormale de séquences répétées (Tableau III).  

 

Tableau III. Résultats d’analyse FastQC concernant les séquences surreprésentées au sein des 8 

banques FAIRE et Contrôle issues de femelles parthénogénétiques et de mâles entiers. 

 

. anque A 5b [ectures totales

[ectures sur-

représentées

t roportion 

de la b anque

Source putative

/ ouverture maximale 

du génome (en X)

Cemelle t . w1 23 182 414 6 462 747 27.88 TruSeq A dapter, Lndex 9 (100% over 50b p) 4.28

Cemelle t . w2 17 442 317 1 347 542 7.73 TruSeq A dapter, Lndex 10 (100% over 50b p) 3.22

Cemelle t . w3 20 224 593 3 370 672 16.67 TruSeq A dapter, Lndex 11 (100% over 50b p) 3.73

Cemelle t . / ontrôle 13 440 649 1 029 346 7.66 TruSeq A dapter, Lndex 12 (100% over 50b p) 2.48

a âle w1 20 365 125 2 180 070 10.70 TruSeq A dapter, Lndex 8 (97% over 36b p) 3.76

a âle w2 9 662 014 2 041 998 21.13 TruSeq A dapter, Lndex 8 (97% over 37b p) 1.78

a âle w3 25 807 676 1 577 559 6.11 TruSeq A dapter, Lndex 1 (97% over 35b p) 4.76

a âle / ontrôle 29 596 698 6 392 742 21.60 TruSeq A dapter, Lndex 7 (97% over 36b p) 5.46
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L’analyse FASTQC a révélé que ces séquences correspondent à des adaptateurs de séquenç age issus 

des kits TruSeq Illumina. Ces derniers correspondent à des séquences courtes d’ADN ligués de part et 

d’autres de l’ensemble des fragments d’ADN FAIRE ou Contrôle lors de la construction des banques, 

permettant ensuite leur séquenç age sur des appareils Illumina de type Hi-seq. Les adaptateurs 

doivent représenter en temps normal une proportion inférieure à 1% de la totalité des séquences 

ADN constituant une banque de séquenç age. Or ici, les adaptateurs de séquenç age représentent au 

minimum 6.11% et au maximum 27.88% de la totalité d’une banque (Mâle FAIRE 3 et Femelle FAIRE 1, 

respectivement, Tableau III). Ces valeurs correspondent à une perte équivalente de profondeur de 

séquenç age pour chacune des banques. Le design expérimental ayant été réalisé afin d’obtenir en 

moyenne 45 millions de reads par échantillon séquencé, et en perdant en moyenne 22.4% de la 

profondeur de séquenç age au sein de chaque banque, il en résulte une profondeur de séquenç age 

réduite pour certaines analyses comme l’appel de pics. Ceci est de plus accentué par la perte de 

lectures au cours de leur l’alignement sur le génome du puceron du pois, puisque ce sont en moyenne 

moins de 10 millions de lectures qui ont été retenues dans chacune des banques, à l’exception des 

banques mâle Contrôle et mâle FAIRE 3 (17.2 et 13.9 millions respectivement, Figure 26). L’ensemble 

des analyses portant sur le signal FAIRE au sein de cet article reposent sur 20.5 millions et 23.6 

millions de lectures FAIRE chez les femelles et les mâles, respectivement. 

 

Figure 26 | Nombre de lectures s’alignant de manière unique dans le génome d’A. pisum pour 

l’ensemble des banques FAIRE et Contrôles mâles et femelles asexuées. Les pools mâles et femelles 

correspondent à une fusion des FAIRE corrélées, c’est-à-dire les 3 banques FAIRE femelles et les 

banques FAIRE 1 et 3 chez les mâles. 
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La proportion anormale d’adaptateurs est sans doute révélatrice d’une quantité importante de 

dimères d’adaptateurs, correspondant à une ligation de deux adaptateurs sans fragments d’ADN 

FAIRE ou Contrôle entre ces derniers. Ce type d’anomalie est souvent expliqué par une mauvaise 

sélection de la taille des fragments à séquencer, soit en prenant des fragments d’ADN trop courts 

fortement enrichis en dimères d’adaptateurs, soit en utilisant des protocoles de sélection de tailles de 

fragments d’ADN utilisant des billes et ne comportant pas d’étapes supplémentaires pour l’élimination 

de dimères d’adaptateurs [Bronner et al., 2009 ; Head et al., 2014].  

Ces dimères faisant généralement plus de 100pb, ils peuvent en effet être confondus avec des 

fragments d’ADN FAIRE ou Contrôle de taille similaire sur des profils quantifiant la concentration de 

fragments d’ADN en fonction de leur taille. La sélection de taille ayant été ici effectuées à l’aide de 

billes, un protocole de sélection de taille des fragments d’ADN par gel en ne gardant que des 

fragments de plus de 200 nucléotides aurait sans doute permis d’éviter cette concentration élevée en 

dimères d’adaptateurs, responsable de la faible couverture de certaines banques. Cependant, ceci 

n’explique pas la très faible couverture de la banque FAIRE mâle 2 (9.6 millions de lectures), qui a 

d’ailleurs été déterminée comme non reproductible vis-à-vis des deux autres banques FAIRE par IDR 

(cf IV.B.Fig. 3). 

Malgré la faible profondeur de séquenç age, nous avons pu étudier l’accessibilité de la chromatine 

entre mâles et femelles au niveau des autosomes et du chromosome X. Avec des banques n’ayant pas 

autant de dimères d’adaptateurs, une meilleure profondeur de séquenç age aurait été obtenue et 

aurait permis d’identifier avec plus de précision des régions différentiellement accessibles entre mâles 

et femelles. En revanche, cela n’aurait pas altéré les profils globaux d’ouverture et ainsi la robustesse 

de nos conclusions. 

3. Identification de longs ARN non-codants mâles-biaisés 

Les lncRNA sont connus pour être impliqués dans des mécanismes de compensation de dose, comme 

le Xist chez les mammifères qui englobe l’ensemble de la chromatine d’un chromosome X afin de le 

désactiver transcriptionnellement [Penny et al., 1996], et les lncARN roX1 et roX2 chez D. melanogaster 

qui permettent l’assemblage du complexe MSL sur le chromosome X des mâles afin d’augmenter la 

transcription des gènes portés par ce chromosome [Conrad et Akhtar, 2012]. 

Les lncARN peuvent être identifiés à partir de données RNA-seq classiques grâce à des algorithmes 

tels que FEELnc [Wucher et al., 2017]. Ainsi des analyses complémentaires sur les données 

d’expression mâles et femelles asexuées ont été menées afin d’identifier de potentiels lncARN 

différentiels entre ces deux sexes. 518 lncARN ont été identifiés à l’aide de FEELnc au sein des banques 

d’ARNm mâles et femelles asexuées fusionnées. Parmi ces lncARN, 7 sont différentiellement exprimés 

entre morphes et ces 7 lncARN sont fortement exprimés chez les mâles comparativement aux 

femelles (Figure 27). Trois d’entre eux sont exprimés au niveau de loci associés aux autosomes et les 

quatre lncARN différentiels restant sont exprimés au niveau du chromosome X des mâles.  
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Le profil d’expression mâle-biaisé de ces lncARN soulève l’interrogation de leur implication potentielle 

dans la compensation de dose d’A. pisum. En effet, on sait que les chez D. melanogaster l’expression 

des lncARN roX1 et roX2 est mâle-spécifique [Meller, 2003]. Les 4 lncARN ici identifiés sur le 

chromosome X des mâles semblent présenter un profil d’expression similaire à roX1 et roX2. Ainsi, il y 

a deux hypothèses possible quant aux profils d’expression de ces 4 lncARN mâle-spécifiques : soit ils 

sont impliqués dans la compensation de dose des mâles, soit ils participent à d’autres fonctions et 

régulations transcriptionnelles. 

Concernant la première hypothèse, certains de ces 4 lncARN pourraient par exemple permettre 

l’assemblage d’un complexe protéique impliqué dans le dépôt de marques histones activant 

globalement la transcription des gènes associés au X par une augmentation de l’accessibilité de la 

chromatine, au même titre que les lncARN roX1 et roX2 et le complexe MSL chez la Drosophile. En 

effet, l’ensemble des protéines constituant ce complexe présentent des homologues chez le puceron 

du pois, à différents degrés de conservation, comme suggéré par les données supplémentaires 6 et 7 

de l’article présenté dans ce chapitre. Ceci constitue donc une hypothèse à tester concernant 

l’implication de ces lncARN dans des régulations épigénétiques en relation avec la compensation de 

dose chez les pucerons mâles. 

Concernant la seconde hypothèse, il a été identifé d’une part une transcription du chromosome X 

globalement plus élevée chez les mâles que chez des femelles [Richard et al., 2017a], et d’autre part 

un enrichissement de gènes mâle-biaisés au cours de l’évolution sur le chromosome X d’A. pisum 

[Jaquiéry et al., 2013]. Il est donc possible que l’identification de ces lncARN mâle-spécifiques associés 

au chromosome X ne soit que le reflet du profil d’expression si particulier de ce chromosome chez le 

puceron du pois, et qu’ils ne soient donc pas directement impliqués dans la compensation de dose 

des mâles et puissent avoir d’autres fonctions de régulations qui ne sont pas associées à des 

mécanismes épigénétiques. 
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Figure 27 | lncARN exprimés différentiellement entre mâles et femelles parthénogénétiques sur le 

chromosome X et les autosomes. Dans chaque graphique sont représentés les exons à partir desquels 

les lncARN sont transcrits, et leur couleur correspond à leur niveau d’expression. 
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VI. Chapitre II : Régulations chromatiennes 

impliquées dans le polyphénisme de reproduction 

du puceron du pois 

A. Introduction 

1. Contexte 

Dans le cadre de ce chapitre, nous nous proposons d’aborder les mécanismes moléculaires qui 

régulent les programmes génétiques impliqués dans le changement de mode de reproduction chez le 

puceron du pois. Des analyses transcriptomiques passées ont montré que les premières étapes de 

perception et transduction du signal photopériodique au niveau de la tête des femelles 

parthénogénétiques modifiaient les profils des transcrits des voies de signalisation neuro-endocrine 

(insulines, dopamine), des hormones (notamment les hormones juvéniles), et des modifications de 

cuticules, probablement liées au rôle de la dopamine dans la sclérotisation de la cuticule [Le 

Trionnaire et al., 2009]. Des études plus récentes ont initié la comparaison des profils 

transcriptomiques des embryons en cours de développement sexué ou asexué, dans la fenêtre de la 

période critique de développement dans laquelle les embryons de stade 17 sont capables de réagir au 

signal photopériodique et d’orienter leur phénotype vers l’un des modes de reproduction. Les 

programmes génétiques identifiés concernent les processus d’ovogenèse précoces décrits chez la 

drosophile, ainsi que la stabilisation ou dégradation d’ARNm, et des modifications de la chromatine 

(comme uhrf1, suv(4)-E20) [Gallot et al., 2012] 

Dans ce contexte, ce chapitre a pour objectif d’étudier les modifications éventuelles de la chromatine 

chez les embryons au cours du polyphénisme de reproduction, afin de tester l’hypothèse que ce 

processus est régulé (en partie) par des mécanismes épigénétiques. 

 

2. Rappel des objectifs et stratégie  

Afin d’étudier les réorganisations de la chromatine entre embryons sexués et asexués et de 

comprendre leur implication dans la mise en place du polyphénisme de reproduction des pucerons, 

nous avons extrait puis séquencé la chromatine ouverte par FAIRE-seq, ainsi que les ARNm par RNA-

seq des quatre derniers stades embryonnaires à devenir sexué ou asexué. Ces expériences de 

génomique ont été menées via l’utilisation d’un protocole permettant de produire de manière 

synchrone des embryons sexués (produisant des gamètes haploïdes) et des embryons asexués 

(produisant des ovocytes diploïdes) sous une condition de photopériode courte, par application 

ectopique ou non de kinoprène, un analogue de l’hormone juvénile [Corbitt et Hardie, 1985 ; Gallot et 

al., 2012]. Des analyses bio-informatiques ont permis de caractériser les régions chromatiniennes 
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différentiellement ouvertes entre embryons sexués et asexués. De plus, nous avons associés ces 

régions ouvertes aux gènes qu’ils peuvent potentiellement réguler afin de corréler ouverture 

différentielle de l’ADN et expression différentielle des ARNm. Ces résultats sont présentés sous forme 

d’un article en préparation, et de données complémentaires. 

 

B. Second article 

Title 

Genome-wide analysis of open chromatin and transcriptomes in aphids of sexual and asexual 

embryos reveals asexual reproduction as the default differentiation program and early activation of 

lipid metabolism in sexual embryos 

Authors 

Gautier Richard, Sylvie Tanguy, Nathalie Leterme-Prunier, Sylvie Hudaverdian, Fabrice Legeai, Anthony 

Bretaudeau, Denis Tagu, Gaël Le Trionnaire 

Abstract 

Living organisms adapt their phenotype to environmental conditions with the help of continous 

phenotypic plasticity. Some organisms respond in discrete manners to specific biotic or abiotic stimuli, 

which correspond to polyphenisms. For example, insects such as aphids display a reproductive 

polyphenism based on the production of asexual morphs under long photoperiod and sexual morphs 

under short photoperiod. This polyphenism is associated with a concentration of juvenile hormone in 

parthenogenetic females, which is high to trigger asexual reproduction in parthenogenetic females’ 

embryos, and low to trigger sexual reproduction in these embryos. The initiation of the reproductive 

polyphenism in aphids has been studied notably by comparing the transcriptomes of sexual and 

asexual embryos by the analysis of cDNA chips using specific environmental conditions. By rearing 

parthenogenetic females under short photoperiod (which naturally produce sexual embryos), and 

treating them, or not, with an analog of juvenile hormone, it is possible to synchronize the production 

of asexual and sexual embryos under short photoperiod conditions. Using this protocol, a differential 

expression of genes involved in chromatin reorganizations has been identified between sexual and 

asexual embryos, suggesting the involvement of chromatin accessibility modifications to set up the 

sexual and/or asexual reproductions. Here, we studied the chromatin and transcriptomic regulations 

involved in the setup of the pea aphid reproductive polyphenism by performing FAIRE-seq (open 

chromatin extraction) and RNA-seq in the last four stages of sexual and asexual embryos, including 

the last flexible embryo stage that is able to respond to the juvenile hormone titers of their mother, 

and thus to the hormonal treatment that we applied or not under short photoperiod. We identified 

differentially open chromatin peaks between sexual and asexual embryos, and correlated them with 
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the modification of expression of the genes in which these FAIRE peaks are located. By GO enrichment 

analysis and BLAST, we identified that the first stages determined as sexual embryos display 

chromatinian and transcriptional regulations of their lipid metabolism, suggesting an important role of 

lipids in setting up the sexual reproduction. Moreover, we identified that the chromatin organization is 

more conserved between flexible embryos and the first asexual embryo stage, than between flexible 

and sexual embryos. These results are surprising considering that under short photoperiod; sexual 

embryos could be primed, while on the contrary to asexual embryos are produced in response to an 

artificial hormonal treatment. These, and other results, suggests that the asexual reproduction mode 

might be the default program for flexible embryos, even undershort photoperiod. 

Background 

During their life cycle, living organisms constantly need to cope with the fluctuations of their 

environment by producing adapted phenotypes. Phenotypic plasticity is one way to achieve this goal 

and this mechanism generates reaction norms, i.e. the production by a given genotype of a 

continuous range of phenotypes in response to the modulation of a given environmental factor 

[Griffiths et al., 2000]. For example, in insects and more particularly in Drosophila, the wings’ size 

changes accordingly to the temperature at which the larvae develop [Stanley, 1935]. Thus, the higher 

the temperature is, the larger the size of the adult wings is, because of an increased cell size, and to a 

lesser extent, because of an increased number of cells constituting the wings [De Moed and Al., 1997]. 

The majority of the phenotypic plasticity examples encountered in the nature are continuous. In other 

rare and more spectacular cases, phenotypic plasticity can be discrete. In such cases, called 

polyphenisms [Mayr, 1963], a genotype produces a defined number of discrete phenotypes in 

response to changes of an environmental factor. For example, the bee Apis melifera [Evans et 

Wheeler, 1999] and the ant Camponotus floridanus  [Bonasio, 2014] display castes polyphenism 

where individuals show discrete phenotypes associated with specific functions inside the colonies. 

Such castes can correspond for example to workers, soldiers, explorers and queens. The latter are the 

only individuals able of breeding within the hive or the anthill, thus ensuring the survival of the colony. 

In most social insects, larval nutrition is the major environmental factor determining the caste of 

individuals. For example in bees, the type of jelly larvae are fed with, either royal or common jelly, 

induces different genetic programs that determine the fate of larvae to become either a queen or a 

worker, respectively. 

Other insects can display other types of polyphenisms. In that regard, aphids are another remarkable 

example since they can display dispersal, caste, or reproductive polyphenisms. The latter corresponds 

to the capacity of aphids to alternate their mode of reproduction during their annual life cycle 

according to the seasonal photoperiod [Tagu et al., 2005]. In spring and summer, aphids reproduce 

asexually by parthenogenesis, which corresponds to a phenotype adapted to mild and high 

temperatures, and provoking a rapid colonization of their host plants and thus, agro-ecosystems. In 

autumn, males and oviparous sexual females are produced by parthenogenetic females in response 
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to the decreasing photoperiod: after mating, females lay cold-resistant eggs. This phenotype allows a 

survival of the progeny in stressful conditions characterized by cold temperatures, as well as a mean 

to maintain genetic diversity within populations. Aphids are thus able to produce during their life cycle 

two discrete reproductive phenotypes adapted to seasonal constraints that explain their success as 

worldwide crop pests. The photoperiod signal perceived by the head of parthenogenetic females is 

transduced by the neuroendocrine system to the target tissues: the embryos and more particularly 

the germaria which contain the future oocytes. This signal modifies the embryos developmental 

trajectory as well as the fate of their germ cells. Indeed, embryos that will develop as asexual females 

display diploid oocytes that will differentiate into embryos, while embryos that will develop in sexual 

morphs display haploid oocytes or spermatocytes, that will differentiate into meiotic gametes once 

fully developed as adult sexual females or males. 

Previous analyses were focused on the effect of photoperiod detection and sensing on the genetic 

programs expressed in the heads of parthenogenetic females reared under long or short photoperiod 

[Le Trionnaire et al., 2007b]. Based on differentially expressed transcripts [Le Trionnaire et al., 2009], 

working hypotheses involving neuroendocrine signaling have been made, including putative roles of 

insulin related peptides [Huybrechts et al., 2010b] and dopamine pathways in relation with cuticle 

sclerotization [Gallot et al., 2010 : 201]. More recently, transcriptomes of embryos developing as 

sexual or asexual females were also compared [Gallot et al., 2012 ; Duncan et al., 2013]. 33 transcripts 

were thus identified as differentially expressed and among those 7 are potentially involved in 

oogenesis including homologues of orb and nanos, two genes involved in germ cell development 

found in Drosophila, 5 in post-translational regulation, 3 in the regulation of the cell cycle including 

cyclin J, an homologue involved in mitosis at the level of embryos in Drosophila, and finally 4 

transcripts involved in epigenetic regulations, such as post-translational modifications of histones 

(suv4-20, uhrf1) or the deposition of histone variants H2B. 3 [Gallot et al., 2012]. These results suggest 

that genetic programs underlying reproductive polyphenism in aphids are likely to involve epigenetic 

regulations of chromatin organization between asexual and sexual embryos. 

Epigenetic mechanisms have been recently shown to be involved in insects’ polyphenisms regulation. 

Epigenetics is defined as a change in the phenotype of an individual without modification of its 

genotype [Waddington, 1942]. It involves various mechanisms such as DNA methylation, post-

translational histone modifications, or the involvement of some non-coding RNAs. Each of these 

mechanisms have a direct or indirect impact – for example by the recruitment of protein factors – on 

the chromatin accessibility by increasing or reducing it, thus increasing or reducing gene transcription, 

respectively. In A. melifera, the DNA methylation profiling of 4-day-old larvae revealed that the future 

workers larvae (fed with worker jelly) had higher levels of methylation in 80% of the regions identified 

as differentially methylated compared to the larvae destined to become a queen (fed with royal jelly) 

[Foret et al., 2012]. This suggests that de novo DNA methylation could play a major role in bees caste 

polyphenism. In ants, an overall differential level of acetylation of histone H3 lysine 27 (H3K27ac) was 

identified between the major and minor worker castes in C. floridanus [Simola et al., 2013b]. In 

addition, the gene coding for a CBP homologue in C. floridanus, i.e., the protein responsible for the 
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deposition of H3K27ac in Drosophila melanogaster [Spannhoff et al., 2011], was identified as 

differentially expressed between these two castes, suggesting an important role of this post-

translational histone mark in the regulation of ant caste polyphenism. In the case of aphids, the 

annotation of the genome showed that the machineries required for DNA methylation of chromatin 

modifications were present [Walsh et al., 2010], but no epigenetic mechanism has yet been identified 

as related to or implicated in the regulation reproductive polyphenism. In this study we aim at 

characterizing the chromatin accessibility landscape by Formaldehyde assisted Isolation of Regulatory 

Elements (FAIRE) – that allows the isolation of open chromatin [Simon et al., 2012] – and its putative 

consequences on genes expression (with RNA-seq) during the establishment of embryonic 

reproductive polyphenism of aphids. To achieve this goal, we specifically studied genome plasticity of 

embryos destined to reproduce sexually or asexually using the protocol described in Gallot et al. 

(2012) on the aphidian model species Acyrthosiphon pisum (pea aphid). We thus performed FAIRE-seq 

and RNA-seq analyzes on the last four stages of developing embryos (stages 17 to 20) destined to be 

either sexual or asexual females. We first identified and characterized differentially accessible 

chromatin regions between asexual and sexual embryos, corresponding to regions putatively 

regulated by epigenetic mechanisms. We also identified patterns of differential chromatin accessibility 

correlated with modified gene expression, defining some of the genetic programs at stake in the 

embryos’ differentiation towards sexual or asexual reproduction. Finally, our data suggest that the 

asexual genetic program works as a default program for embryos differentiation before routing 

towards the sexual developmental program. 

 

Material and methods 

Aphids rearing, embryos treatment and collection 

Similar conditions as those described by Gallot et al., 2012 were used for aphid rearing. Acyrthosiphon 

pisum LSR1 clonal female individuals are maintained on Vicia fabae as parthenogenetic colonies under 

long photoperiod (16 hours) at 18° C and at low density (5 individuals per plant) during at least 2 

generations to prevent the production of winged morphs. To induce the reproductive switch, third 

instar larvae are moved under short photoperiod (12 hours) at 18° c until they reach adulthood. Their 

L1 offspring are then isolated: they are the so-called sexuparae, which are parthenogenetic females 

that once adult will produce sexual individuals (oviparous females and male). The development of 

these sexuparae females is then synchronized during a 12 hours window during the molting from L3 

to L4 stage, in order to keep L4 individuals of roughly the same age to perform subsequent 

treatments. At this time, the most developed embryos of each sexuparae are at stage 16 out of the 20 

stages described in the pea aphid embryogenesis (Miura et al. 2003). 24 hours after the 

synchronization (L4+24h), the most developed embryos are at stage 17, which is the last stage of the 

embryogenesis that is able to respond to the hormonal treatment. The latter corresponds to the 

ectopic application of kinoprene, a juvenile hormone (JH) analog, on the sexuparae’s abdomen. This 
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hormonal treatment modifies the embryos’ germ cells fate by changing their differentiation to diploid 

oocytes, which then develop to embryos (asexual reproduction). Without this treatment under short 

photoperiod, it has been characterized that the first 40 embryos of the LSR1 sexuparae differentiate 

into sexual females, and thus display haploid germ cells and oocytes differentiating into unfertilized 

eggs (Gallot et al. 2012). This protocol allows the production of synchronized sexual and asexual 

embryos under one unique photoperiod condition. The hormonal treatment of the sexuparae and 

their embryos thus starts at L4+24h stage by separating the sexuparae in two groups. The first group 

of sexuparae females is treated with 50µL of acetone, applied ectopically on their abdomen, and 

embryos collected from this female are sexual. The second group of sexuparae is treated ectopically 

with 400 ng of kinoprene (Sigma Aldrich) diluted in 50 pL of acetone, and embryos collected from 

these individuals will become asexual (Gallot et al. 2012). To collect these two types of embryos, the 6 

most developed ones of acetone treated sexuparae were dissected just after the treatment, 

constituting the first time point of the embryos developmental kinetic of this study. This time point is 

dubbed T0 and corresponds to embryos of stage 17, as defined by Miura et al. (2003). 24 hours later, 

the 6 most developed embryos were collected in a similar way for acetone and kinoprene treated 

sexuparae on a daily basis for 3 days, thus constituting the 2

nd 

(T1Sex and T1Asx), 3

rd

 (T2Sex and 

T2Asx) and 4

th

 (T3Sex and T3Asx) time point of the kinetic. These time points correspond to the 

developmental stages 18 (T1), 19 (T2) and 20 (T3). The collected embryos were frozen in liquid nitrogen 

and stored at -80° C for mRNA or FAIRE DNA extraction. 60 embryos were collected for mRNA 

extraction while several hundreds of embryos were collected for each time point for FAIRE DNA 

extraction (indicated on Figure 1). This procedure has been repeated 3 times, to generate as much 

biological replicates of the whole kinetic.  

As a control, some acetone and kinoprene treated sexuparae were not dissected in order to let them 

lay some first instar larvae, corresponding to fully developed embryos. Once they reached adulthood, 

these individuals were dissected in order to assess the efficiency of the acetone/kinoprene treatment 

by dissecting their reproductive apparatus: sexual ovaries that are only made of haploid eggs (acetone 

treated aphids, negative control) or asexual ovaries that are only constituted of embryos at different 

stages of development (kinoprene treated individuals). The results of the treatment are summarized in 

Supplementary Data 1 

mRNA isolation, sequencing and analysis 

Messenger RNAs were isolated from each sample by using the mirVana™  Isolation Kit (ThermoFisher 

Scientific) according to manufacturer's instructions in order to separate small RNAs from mRNAs. RNA 

quality was checked on Bioanalyzer (Agilent) and quantified on Nanodrop (Thermo scientific). 

Messenger RNAs were extracted from the same batches of embryos initially collected for FAIRE and 

Control DNA isolations. Prior to sequencing, an equimolar pool of the extracted mRNAs was 

performed, ending up with 7 mRNAs samples. 

Messenger RNAs libraries preparation and 2x100nt paired-end sequencing were performed by the 

ICGex NGS platform of the Institut Curie using TruSeq Stranded mRNA Library Prep Kit (Illumina) and a 
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HiSeq 2500 in normal mode, respectively. One replicate for each condition was sequenced this way. 

We also used RNA-seq data of three biological replicates prepared in the same biological conditions as 

described above, but with a different extraction and sequencing protocol, generated before the 

present study (Wücher et al., unpublished data). We thus analyzed the RNA-seq data of a total of 28 

samples (7 conditions and 4 biological replicates). 

All these paired-end libraries were mapped onto the pea aphid genome assembly 2.1 (Aphidbase) 

using the NCBI gene annotation v2 using STAR (Dobin et al., 2013) with the following parameters: --

runMode alignReads --runThreadN 8 --outFilterMultimapNmax 5 --outFilterMismatchNmax 3 --

alignIntronMin 10 --alignIntronMax 50000 --alignMatesGapMax 50000 --alignEndsType EndToEnd. The 

number of mapped reads for each library is reported in Supplementary Data 5. Fragment counts per 

genes were estimated by Subread featureCounts (Liao et al., 2014) using default parameters. Using R 

(R Core Team, 2014) with the limma (Phipson et al., 2016; Ritchie et al., 2015) and edgeR (Robinson et 

al., 2010) packages based on Law et al., 2016, these raw fragment counts were converted to counts per 

million (CPM). To perform this conversion, expressed genes were filtered by keeping genes with 

CPM>1 in at least 14 libraries among the 28 analyzed libraries. CPMs were normalized by using edgeR 

TMM method for Normalization Factor calculation. Graphics supporting the validation of the 

aforedescribed pipeline can be found as Supplementary Data 6. 

Open chromatin isolation by Formaldehyde Assisted Isolation of Regulatory Elements, 

sequencing and analysis 

Open chromatin of the harvested embryos in the 7 different conditions and three replicates were 

extracted using the FAIRE protocol of Simon et al., 2012 and similar conditions as the ones described 

in Richard et al., 2017. Embryos were ground using a Biospec Bio-pulverizer in PBS1X buffer, and then 

fixed by the addition of 3% of Thermo Scientific Pierce formaldehyde during 8 min. The fixation was 

then stopped by the addition of glycine at 125 mM. After rinsing and re-suspending the pellet, the 

tissues were ground with a Tissue Lyser, using Qiagen metallic beads, during five cycles of 2 minutes 

and 30 seconds, each being interrupted during 2 minutes on ice. The sonication steps were performed 

using a Bioruptor Plus set in “high” preset during 12 cycles of 30 seconds, each being interrupted 

during 30 seconds. The sonicated chromatin was then separated in two equivalent volumes. The first 

volume was used to extract FAIRE DNA by phenol chloroform extraction using Sigma phenol 

chloroform. Subsequently to its extraction, the FAIRE DNA was purified using ZYMO ChIP DNA Clean & 

Concentrator. For Control DNA extraction, the second half of sonicated chromatin has been unfixed 

prior to phenol-chloroform extraction following Simon et al. 2012 recommendations. Finally, FAIRE 

and Control DNA were quantified using a Quantus with the Quantifluor dsDNA kit. The reproducibility 

of the replicates was assessed before sequencing by calculating the FAIRE/Control ratio described in 

Simon et al., 2012 (Supplementary Data 2). 

FAIRE-seq libraries were prepared using TruSeq ChIP Library Preparation Kit (Illumina) and sequenced 

using a 2x100nt protocol in a Hi-seq 2500 device (Illumina) in normal mode by ICGex NGS platform of 

the Institut Curie (Paris, France). Three biological replicates of FAIRE DNA extraction were sequenced 
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for each one of the 7 conditions, while the Control DNA samples were sequenced as equimolar pools 

of the three Control DNA extracted concomitantly with the FAIRE samples, for each condition. 

Subsequently to sequencing, FAIRE and Control reads were mapped using bowtie2 with default 

parameters [Langmead et al., 2009 ; Langmead et Salzberg, 2012] on the pea aphid genome assembly 

v2.1 (AphidBase: http://bipaa.genouest.org/is/aphidbase/acyrthosiphon_pisum/). Mapped read 

numbers are available in Supplementary Data 3. Only uniquely mapped reads with a mapping quality 

over or equal to 30 were kept using SAMtools (RRID:SCR_002105) [Li et al., 2009], following the IDR 

recommendations [Li et al., 2011b ; Kundaje, 2012]. MACS2 (RRID:SCR_013291) [Zhang et al., 2008b] 

was used to perform the peak calling with the following parameters using control samples: --gsize 

541675471 --nomodel --extsize 500 -p 0.05 --keep-dup all -f BEDPE, followed by IDR analyses using a 

threshold of 0.01 for original replicates, of 0.02 for self-consistency replicates and of 0.0025 for pooled 

pseudoreplicates. Replicates consistency was then assessed and the two most correlated FAIRE 

replicates out of the three in each condition were pooled; only the peaks with IDR above the threshold 

defined by the IDR analysis were kept. Retained FAIRE peaks were then pooled between the 7 

conditions using the HOMER mergePeaks module.  

The merged FAIRE peaks called by MACS2 and IDR were large, which was needed to better assess the 

reproducibility between replicates by overlapping the coordinates of peaks. We chose to perform peak 

calling refinement steps in order to reduce the FAIRE peaks size and to have an overall more precise 

peak calling. Using parameters described by Schick et al., 2015, peaks were called using MACS2 on the 

FAIRE pooled replicates selected by the previous IDR analysis with the following parameters, without 

control samples: --tsize 101 --nomodel --keep-dup all --shift -100 --extsize 200 -p 0.0005 -t $1 -f BEDPE. 

The number of nucleotides covered across the genome given by HOMER makeTagDirectory for each 

FAIRE-seq samples were used as --gsize. FAIRE and Control samples reads were counted for each peak 

called using HOMER, and only peaks with a FAIRE/Control fold-change over 1.5 were kept. The density 

of the FAIRE peaks size has then been compared before and after peak-calling refinement 

(Supplementary Data 4). FAIRE peaks genomic classes were attributed with the following priority: 

transcription start sites (TSS), Promoter, genes body (Gene) and Intergenic. TSS were defined as 450bp 

upstream and 450bp downstream of the predicted first nucleotide of each gene, according to the 

profile of Figure 4 (5’ UTR or first exon, depending on each gene annotation), and promoters were 

defined as 2000bp upstream of the predicted TSS using the NCBI v2 gene annotation of A. pisum. The 

gene bodies were defined as the sequence between the predicted start and stop codons, including 

introns and exons. 

Input-normalized FAIRE-seq signals were calculated using deepTools across the whole genome for 

each condition by calculating the mean Pooled FAIRE / Control normalized read counts in windows of 

10bp. Subsequently to this calculation, maximum input-normalized FAIRE-seq signal value 

(abbreviated MINFS) for each peak was retrieved using deepTools. This MINFS value allows a simple, 

efficient and unbiased calculation of the height of a given peak. In order to keep biologically relevant 

FAIRE peaks when comparing the conditions T0 – T1Asx – T1Sex (T0 T1 comparison), T2 Asx – T2 Sex 
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(T2 comparison) and T3 Asx – T3 Sex (T3 comparison), only peaks following a combination of these 

four criterions, depending on the peak’s class, were kept: 

i) The peak must be called in the desired condition(s) by MACS2 

ii) The peak’s MINFS in the desired condition(s) is superior to 3  

iii) The peak’s MINFS fold-change(s) between the desired condition(s) and other conditions is 

superior to 2  

iv) In the case of FAIRE peaks present in at least two conditions, the peak’s MINFS fold-

changes between desired conditions is inferior to 2 (including reciprocals). 

By taking the example of T0 and T0 ∪ T1Sex and T0 ∪ T1Sex ∪ T1Asx classes: 
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The visualization of the FAIRE signal, identified FAIRE peaks, and genes expression was achieved using 

Integrative Genomics Viewer (IGV) [Robinson et al., 2011a]. 
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Gene Ontology analysis 

Since the pea aphid Gene Ontology is not available in many Gene Ontology tools, we chose to perform 

a BLASTp analysis with a maximum 1E-20 e-value to retrieve all the pea aphid’s homologs of the 

Drosophila melanogaster genome. Genes displaying biologically relevant FAIRE peaks and a 

drosophila BLASTp hit were analyzed with gcocoa from the gProfiler suite 

(http://biit.cs.ut.ee/gprofiler/gcocoa.cgi) [Reimand et al., 2016]. Heatmaps of GO Terms enriched only 

in one FAIRE peak class were then calculated with R using log10(p-value) given by gcocoa. 

 

Results 

Global RNA-seq data analysis 

RNA-seq experiments have been conducted on 7 types of embryos, depending on their developmental 

stage and reproductive status: stage 17 (T0), stage 18 (T1Sex and T1Asx), stage 19 (T2Sex and T2Asx), 

and stage 20 (T3Sex and T3Asx). The mapping of the RNA-seq libraries on the pea aphid genome 

assembly v2.1 (Aphidbase) with the NCBI genome annotation 2.0 yielded in average 15.1 ±  6.7 (s.d.) 

million reads (detailed in Table I), with sensibly more mapped reads for the fourth replicates, which 

have been generated specifically for the present study. Transcriptional data collected on the seven 

types of embryos were analyzed with the help of the pipeline published by Law et al. 2016. Quality 

control graphics are available as Supplementary Data 6, and during such analyses, the correlation of 

the different biological replicates have been assessed (Figure 2). Using multidimensional scaling on the 

basis of the normalized Counts Per Million (CPM), accordingly to Law et al. 2016, we can observe that 

sexual and asexual embryos are closely related to each other inside a given developmental stage, i.e. 

biological replicates are grouped by embryos developmental stages rather than by their reproduction 

type (sexual or asexual). 

When comparing biological replicates inside each one of the seven conditions, it appears that all four 

biological replicates are correlated. The first 3 biological replicates coming from the same sequencing 

experiment (Wücher et al., unpublished) are more closely related together than with the fourth 

replicate. This slight difference in correlation between replicates might reflect the fact respectively 1 

and 3 replicates were sequenced separately, or it  might also reflect the difference of sequencing 

depth of the fourth replicates compared to the other three (Supplementary Data 5). Since these fourth 

RNA-seq replicates were sequenced at the same time than the FAIRE-seq experiments, and since all 

RNA-seq data are correlated, it is then possible to compare the FAIRE-seq data to all four RNA-seq 

biological replicates for further analyses.  
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Global FAIRE-seq data analysis and FAIRE peaks assignation to genomic features 

In order to assess how the chromatin accessibility is modified during the sexual or asexual 

differentiation of embryos oocytes, Formaldehyde Assisted Isolation of Regulatory Elements followed 

by high-throughput sequencing has been performed on three biological replicates for each of the 

seven types of embryos (T0, T1Sex, T1Asx, T2 Sex, T2 Asx, T3 Sex, T3 Asx). The mapping of these 

libraries on the A. pisum genome (Aphidbase assembly v2.1) yielded a mean of 39.4 ±  16.0 (s.d.) 

million mapped reads for the 21 FAIRE samples, and 61.0 ±  6.0 (s.d.) million mapped reads for the 7 

Control samples (Supplementary Data 3). Peaks have been called in each one of the seven conditions 

using FAIRE and Control DNA with MACS2 followed by Irreproducible Discovery Rate (IDR), in order to 

correlate biological replicates and keep the two most correlated replicates in each condition to pool 

them (Figure 3), according to the recommendations of the ENCODE Consortium for ChIP-seq data 

[Landt et al., 2012]. Two IDR scores have been calculated (see Methods), and only replicates showing a 

Log2 of these scores inferior to two have been kept, according to IDR recommendations. 

The correlation between open chromatin and genes expression were also assessed in each of the 

seven types of embryos, according to Simon et al., 2012 recommendations (Figure 4). In every 

condition, the more a gene is expressed, the more its putative Transcription Start Site is accessible. 

Using this metagenic profiling of chromatin accessibility around every gene’s putative TSS, we defined 

new genomic features for the purpose of attributing FAIRE-seq peaks to distinct genomic locations. 

The TSS class has been defined as 450bp upstream and downstream of every gene putative TSS, while 

Promoters have been defined as 2000bp upstream every TSS. The TSS class definition is relatively 

large in terms of length, in order to avoid false-positives concerning the FAIRE peaks attribution to 

Promoters or Gene. 

After the MACS2 and IDR peak-calling to assess the reproducibility of FAIRE replicates, we performed a 

peak-calling refinement step in order to shrink the FAIRE peaks size for a more precise merging step 

afterwards (Supplementary Data 4). Indeed, all peaks called after the refinement were merged into 

one FAIRE peak set comprising 197 993 peaks, each one being attributed to one or more condition(s) 

among the seven types of embryos. As a quality control, the overlap of the FAIRE peaks with the four 

genomic classes (Promoter, TSS, Gene and Intergenic) revealed a predominant attribution of FAIRE 

peaks to the TSS class (Figure 5a), as expected for a FAIRE experiment [Simon et al., 2012]. Moreover, 

the proportion of attribution of these 197 993 merged FAIRE peaks to the genomic classes were 

assessed (Figure 5b). It appears that FAIRE peaks are more likely to be attributed to Intergenic and 

then to Gene classes due to the size of these categories being superior to the size of the TSS and 

Promoter classes. This thus strengthens the enrichment in FAIRE peaks we have seen in the TSS Class. 
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Analysis of FAIRE peaks assignation to each type of embryo 

The merged FAIRE peaks set have been assigned to the relevant samples (among the 7 types of 

embryo) after a thorough filtration of peaks showing aberrant profiles (see Methods). The 197,993 

FAIRE peaks have been assigned in three independent rounds of assignation to perform as much 

different comparisons (Figure 6). We first compared the transition between T0 and the two T1 

conditions (T1Sex and T1Asex embryos) to study the chromatin reorganizations involved in the 

transition between the flexible embryos of stage 17, and sexual or asexual embryos of stage 18. This 

comparison also allows us to compare the differential chromatin accessibility of T1Sex and T1Asx 

embryos. Then, we compared T2Sex with T2Asx embryos and T3Sex with T3Asx embryos in order to 

follow the differences of embryo development as future sexual or asexual morphs. For each of these 

three comparisons, the number of peaks assigned to each biological class and the proportion of their 

attribution to genomic classes were assessed (Figure 6). For each comparison, most of the FAIRE peaks 

are assigned to the central classes of the Venn Diagrams, with 91.4% assigned to T0 ∪ T1Sex ∪ T1Asx, 

88.4% assigned to T2Sex ∪ T2Asx, and 90.5% assigned to T3Sex ∪ T3Asx (Figure 6 a, c, e). This indicates 

that most of the identified FAIRE peaks are likely to be associated with constitutive euchromatin, and 

only few peaks are condition-specific and are thus putatively involved in shaping the genetic programs 

involved in the differentiation of embryos and their germ cells. These three peak classes share similar 

distributions across the genomic features (Figure 6 b, d, f), reflecting their similarity and the 

distribution of euchromatin throughout the genomic features defined in this study. 

Concerning the external part of the Venn diagrams, equivalent FAIRE peaks numbers are assigned to 

T0, T1A and T1K classes. Moreover for T2 and T3 time points, more peaks are found specific of asexual 

embryos than of sexual embryos, especially in stage 20 embryos where T3Asx FAIRE peaks are over 7 

times more represented than T3Sex FAIRE peaks (Figure 6 a, c ,e). FAIRE peaks specific of sexual 

embryos show a higher proportion of intergenic peaks, which could be associated with their lower 

number since the intergenic class is the more represented in the genome. However, T0 peaks display 

the highest proportion of intergenic peaks despite a number of peaks similar to many classes that do 

not show this trend, namely T1Asx, T1Sex ∪ T1Asx, and T0 ∪ T1Asx. The enrichment of intergenic 

peaks in certain conditions could thus reflect an enhancement in distal regulatory elements rather 

than just reflecting the higher chance of a high number of FAIRE peaks of a given set to be assigned to 

the intergenic genomic feature considering its size compared to others.  

When comparing T0 ∪ T1Sex and T0 ∪ T1Asx FAIRE peaks biological classes, it is clear that less FAIRE 

peaks are conserved between T0 and T1Sex than between T0 and T1Asx, with 260 versus 743 FAIRE 

peaks, respectively. Moreover, this observable difference is slightly underestimated since total T1Sex 

FAIRE peaks are slightly more represented than total T1Asx FAIRE peaks (68 377 versus 67 776). There 

is thus a tendency showing that T0 is closer to T1Asex in terms of accessible chromatin. 
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Global enrichment of functions putatively regulated by FAIRE peaks specific of each type 

of embryos 

GO Terms enrichment have been performed on genes displaying FAIRE peaks belonging to condition 

specific classes, namely T0, T1Asx, T1Sex, T2Sex, T2Asx, T3Sex, T3Asx, or time point specific classes, 

namely T1Sex ∪  T1Asx, T2Sex ∪ T2Asx, T3Sex ∪ T3Asx. As described in methods, only genes having a 

Drosophila homologue have been analyzed using the GO Terms annotation of this organism, as such 

approach already gave insightful results in the pea aphid [Richard et al., 2017b]. In Figure 7, only GO 

Terms specifically enriched in one condition are displayed for clarity purposes. Considering the 

fragmentation of the pea aphid genome in over 20 000 scaffolds and the chimerism of these scaffolds 

[Jaquiéry et al., 2017], it is difficult to assign genes to distal intergenic peaks, which thus have been 

discarded from further analyses. 

For the T0 T1 comparison (Figure 7 a), T0 FAIRE peaks display only one GO Term enriched throughout 

the complete dataset, which is “regionalization”, corresponding to pattern specification processes 

resulting in the subdivision of an axis or axes in space to define an area in which specific patterns of 

cell differentiation will take place. The lack of enrichment come from a lack of Drosophila homologues 

sharing similar GO Terms, resulting potentially from a high level of genes encoding uncharacterized 

proteins. T1Sex FAIRE peaks are found in genes having fruit fly homologs involved in “lipid metabolic 

process”, “cellular lipid metabolic process” and “glycerolipid metabolic process”, maybe corresponding 

to the beginning of yolk accumulation in sexual haploid oocytes differentiating into unfertilized eggs. 

In T1Asx FAIRE peaks, some functions involved in female reproductive apparatus are found enriched 

such as “epithelial cell development”, “reproductive system development”, “ovarian follicle cell 

development” and involved in embryonic development such as “embryonic pattern specification” and 

“blastoderm segmentation”, corresponding to very early embryonic development, and thus maybe to 

diploid germ cells starting to differentiate into early embryos at stage 18. For T1Sex ∪ T1Asx peaks, 

functions involved in general cell operation such as “actin filament-based process”, “actin cytoskeleton 

organization” and “cellular homeostasis” are particularly enriched, which could correspond to peaks 

specific of the stage 18 embryos maintenance and development. 

For T2 and T3 comparisons, the very large peak classes T2Sex ∪ T2Asx and  T3Sex ∪ T3Asx are taken 

into account in order to assess which functions are putatively specific of the development of diploid 

oocytes in the asexual embryos ovaries. Because of these large peak classes, less condition specific 

GO Terms are found enriched compared to the T0 T1 comparison where the 4 classes taken into 

account in the heatmaps display around 1000 assigned FAIRE peaks. 

For the T2 comparison (Figure 7 b), no specific functions are found enriched in genes displaying T2Sex 

∪ T2Asx FAIRE peaks. Genes showing T2Sex FAIRE peaks have GO Terms “cellular macromolecule 

catabolic process” and “regulation of autophagy”, which could be associated with metabolism 

pathways specific of sexual embryos. Genes with T2Asx  FAIRE peaks display enriched GO Terms like 

“epithelial cell development”, “neuron differentiation” and “neuroblast proliferation”, which could 

correspond to the establishment of neurons in the developing early embryos inside stage 19 embryos. 
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For the T3 comparison (Figure 7 c), genes with T3Sex or T3Sex ∪ T3Asx FAIRE peaks do not display any 

condition specific GO Terms, while genes with T3Asx classes display specific GO Terms such as “actin 

filament-based process” and “myofibril assembly”, that could be associated to muscle development of 

the stage 20 embryos, since these functions are enriched comparatively to T3Sex ∪ T3Asx peaks. 

Identification of genes whose expression is putatively regulated by condition specific 

FAIRE-seq peaks 

Genes displaying a condition specific FAIRE peak in their body, TSS or promoter have been analyzed 

regarding their expression levels in the conditions of interest. These levels are based on normalized 

Counts Per Million (CPM), by comparing the expression of each gene in the conditions corresponding 

to the FAIRE peak class. As an example, for genes displaying T2Sex-specific FAIRE peaks, 

log2(T2Sex/T2Asx) has been represented for each gene, while genes showing T0-specific FAIRE peaks, 

log2(T0/T1Sex) and log2(T0/T1Asx) have been calculated and displayed (Figure 8). Hereafter, down-

regulated, up-regulated and differentially expressed genes are defined as such by the help of the 0.56 

and -0.56 log2 fold changes thresholds (dotted lines in Figure 8), corresponding to a minimum fold 

change of 1.5 between two conditions, since no differential gene expression tests have been 

performed. This choice has been made considering the low number of differential genes found 

between sexual and asexual embryos by Wücher and colleagues, and by taking into account that 

differential expression is here supported by the presence of potential open regulatory elements 

identified by condition-specific FAIRE peaks inferred from FAIRE-seq data displaying high coverage. 

Globally, it appears that most of the regulated genes display FAIRE peaks in their body, rather than 

their TSS or promoter, which corresponds to the usual profile of differential open chromatin sites 

[Waki et al., 2011]. 

For T0 FAIRE peaks, genes are distributed diagonally between log2(T0/T1Sex) and log2(T0/T1Asx). This 

indicates a strong correlation of expression between T1Sex and T1Asx embryos, as previously 

suggested by Figure 2. Thus, many genes are differentially expressed between T0 and T1Sex and 

T1Asx, with identical expression levels between the T1 conditions and may thus correspond to genes 

with functions associated with the development of stage 17 embryos contrastingly with the 

development of stage 18 embryos. It is notably the case of the fruit fly’s homologues zye and neo, 

which encodes proteins involved in the regulation of embryonic cell shape in Drosophila [Fernandes et 

al., 2010]. 

Genes displaying T1Sex and T1Asx FAIRE peaks are in majority differentially expressed with the T0 

condition with only one gene that is differentially expressed between T1Sex and T1Asx embryos with a 

fold-change of -0.68, LOC100164454, an homologue of the fruit fly’s slimfast, which displays a T1Sex-

specific FAIRE peak in its body and which is down-regulated in the T1Sex embryos comparatively to 

T1Asx embryos. Slif encodes a protein involved in the lipid metabolism in D. melanogaster. The 

genome view of this particular gene is displayed Figure 9. 
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In genes showing T2Sex FAIRE peaks, we found that LOC100164454 slimfast is also down regulated  

with a -1.15 fold-change in T2Sex embryos compared to T2Asx embryos. LOC100161259 also encodes 

a cytosolic acetyl-CoA acetyltransferase involved in the fatty acid metabolism [Lynen et Ochoa, 1953], 

and is found down regulated in T2Sex embryos with a -0.57 fold change. LOC100161559 is a fruit fly’s 

lysosomal enzyme receptor protein (lerp) homolog and is found more expressed in T2Sex embryos, 

and less expressed in T2Asx embryos (FC of 0.98 or -0.98), thus displaying both a T2Sex-specific and a 

T2Asx-specific FAIRE peaks. Lerp encodes a protein notably involved in the lysosomal transport 

[Dennes et al., 2005]. 

Concerning T2Asx-specific FAIRE peaks, one is found in the body of LOC100167113, a homolog of bond 

in D. melanogaster, which is down regulated in T2Asx embryos. In the fruit fly, bond encodes a protein 

involved in fatty-acid elongation and meiosis cytokinesis. LOC100569137, an E3-ubiquitin ligase RNF8-

like, is also downregulated in T2Asx embryos, and could mediate extensive chromatin decondensation 

[Luijsterburg et al., 2012], thus reducing these global changes in the genome of asexual embryos 

compared to sexual embryos. Two fruit fly’s genes lost and BicC are involved in embryos patterning, 

and two homologs of these genes in the pea aphid genome, respectively LOC100160598 and 

LOC100168076, are found up regulated in T2Asx embryos compared to T2Sex embryos while 

displaying a T2Asx FAIRE peak in their body. These genes have already been found as differentially 

expressed between asexual and sexual embryos by cDNA-chip on the same type of biological material 

[Gallot et al., 2012]. 

In T3Sex embryos, only 6 genes are found as differentially expressed comparatively to T3Asx embryos. 

Most of them encode uncharacterized proteins or do not have a homolog in D. melanogaster’s 

genome. Still, LOC100570810, a Forkhead domain 59A (fd59a) homolog, is upregulated in T3Sex 

embryos and encompass a T3Sex-sepicific FAIRE peak in its body. Forkhead domain 59A is a 

transcription factor that is expressed largely in postmitotic neurons in the central nervous system. Its 

roles include nervous system development and egg-laying behavior according to flybase. 

In T3Asx embryos, fd59a is found down regulated while displaying a T3Asx FAIRE peak in its body, thus 

encompassing both a T3Asx and a T3Sex FAIRE peak. LOC100162729, the second most down regulated 

gene displaying T3Asx FAIRE peak in T3Asx embryos compared to T3Sex embryos, encodes a fruit fly’s 

brummer homolog, which is involved in triglycerides and lipids homeostasis and catabolic process 

[Gronke et al., 2005 ; Grönke et al., 2007]. Concerning up regulated genes with T3Asx FAIRE peaks in 

T3Asx embryos, LOC100159378 encodes a homolog of lodestar involved in embryonic mitosis 

(flybase), LOC100168823 encodes a homolog of nudel involved in embryonic dorsoventral patterning 

(flybase), LOC100159201 encodes a homolog of lachesin involved in morphogenesis of embryonic 

epithelium [Pilot et al., 2006], LOC100168201 encodes a homolog of neuroglian, which is involved in 

axon and nervous system development, and LOC100164181 encodes a homolog of watterproof which 

is involved in filling the embryonic tracheal system in D. melanogaster. All these upregulated genes 

might putatively participate to the development of very early embryos inside stage 20 asexual 
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embryos, and nudel and lodestar have already been found as differentially expressed between 

asexual and sexual embryos by Gallot et al., 2012. 

Discussion 

Using FAIRE-seq and RNA-seq, we studied the chromatin reorganization and its potential impact on 

gene expression during the setup of the reproductive polyphenism in the last four stages of the pea 

aphid embryogenesis, respectively developing as future sexual or asexual females. 

Asexual reproduction seems to be the default reproduction mode, even in short 

photoperiod at the chromatin level  

Here we use a protocol described by [Gallot et al., 2012] which allows the production of  synchronized 

sexual and asexual embryos under a short photoperiod condition, notably by applying ectopically a 

juvenile hormone (JH) analog on the abdomen of sexuparae individuals to promote the switch from 

sexual to asexual embryogenesis. We then compared by FAIRE-seq the open chromatin profile of 

sexual and asexual embryos at different stages of development. By analyzing FAIRE peaks specifically 

identified in the open chromatin of stage 17 (T0), stage 18 sexual (T1Sex) and stage 18 (T1Asex) 

asexual embryos, it appears that nearly 3 times less FAIRE peaks are conserved between stage 17 and 

stage 18 sexual embryos (T1Sex), than between stage 17 and stage 18 asexual embryos (T1Asex). 

These results suggest that there are more global and profound chromatin reorganizations in the case 

of the transition from stage 17 embryos to the stage 18 sexual embryos than to asexual embryos. This 

clear and simple observation might suggest that asexual embryogenesis could be the default genetic 

program since embryos chromatin organization seems to be less affected than in the case of sexual 

embryogenesis. Moreover, a FAIRE peak specific of stage 19 asexual embryos might regulate the 

transcription of LOC100569137 by reducing its expression in stage 19 asexual embryos, resulting in a 

higher expression in stage 19 sexual embryos. LOC100569137 encodes an E3-ubiquitin ligase RNF8-

like, which could mediate extensive chromatin decompaction like its mammalian counterpart 

[Luijsterburg et al., 2012]. Such chromatin modification might occur in stage 19 sexual embryos were 

the gene is not down regulated,  thus inducing profound chromatin reorganizations that are absent 

from stage 19 asexual embryos, further differentiating the sexual embryos chromatin profile 

compared to asexual embryos in relation with flexible embryos.  

Altogether, we can thus make the other hypothesis that stage 17 embryos fate is likely to be asexual, 

even if its mother is placed under short photoperiod, known to trigger the switch towards sexual 

reproduction. It is well known that under natural conditions, parthenogenetic (sexuparae) females 

display low levels of JH under short days, which is correlated with the production of sexual morphs. On 

the contrary under long days, JH titers are higher and are correlated with asexual reproduction 

[Ishikawa et al., 2012].  It is thus possible to propose a new interpretation of the protocol we used in 

this study. Under short day condition, there is a gradual diminution of JH titers within the sexuparae 

mothers. At stage 17 (T0), embryos are still flexible which would mean that JH titers are not low 

enough to trigger the switch. At stage 18 (T1Sex), the critical threshold of JH titers - quantitatively 
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linked to the gradual perception of a sufficient number of consecutive short days - has probably been 

reached and would allow the effective switch of embryos from asexual to sexual reproduction. This 

would be then well correlated with the observation of important chromatin modifications of germline 

organization. On the contrary, when applying JH at stage 17, JH titers are artificially restored (and Long 

Days conditions mimicked) and these levels are then probably not low enough to initiate the switch to 

sexual reproduction when reaching stage 18. In that context, stage 18 embryos would remain asexual 

(T1Asex) which would fit with the rather conserved chromatin organization between T0 and T1Asex 

compared with the transition T0-T1Sex. In this hypothetical model stage 17 embryos would thus have 

an asexual fate and not a sexual fate. The initial interpretation of the protocol [Corbitt et Hardie, 1985] 

is that JH application is likely to promote asexual embryogenesis and that sexual embryogenesis is the 

default program under short days. Going into the level of chromatin organization thus allowed 

refining our understanding of the switch from asexual to sexual embryogenesis. In nature, 

photoperiod is the necessary and invariable signal that allows the autumnal switch under temperate 

regions where photoperiod and seasons changes are marked all throughout the years. On the 

contrary, under tropical regions, photoperiod changes are nearly absent and only asexual lineages can 

be found in the ecosystems. This simple observation thus fits with the idea that asexual reproduction 

is a default reproductive program, and that until the stage 17 of embryogenesis, embryos are primed 

to be asexual. Then only a sufficient decrease in photoperiod, correlated with – at least – a decrease in 

JH titers until a critical threshold is a necessary condition to initiate a switch towards sexual 

embryogenesis, as revealed in this study by the more important chromatin re-organizations between 

T0 and T1Sex in the absence of JH treatment. 

 

Lipid metabolism is strongly regulated in embryos with germ cells differentiating into 

haploid unfertilized eggs 

By analyzing the GO Terms enrichment of fruit fly’s homologs of genes underlying T1Sex FAIRE peaks, 

we found an enrichment of the functions “lipid metabolic process”, “cellular lipid metabolic process” 

and “glycerolipid metabolic process”. The genes showing such functions might be involved in the yolk 

accumulation into the haploid oocytes of sexual embryos differentiating to unfertilized eggs, 

suggesting that stage 18 embryos already begin to accumulate yolk in their haploid oocytes. Such 

functions might be regulated by putative regulatory elements binding the DNA sequence 

encompassed in the identified FAIRE peaks. However no transcription factor binding site databases 

are available for the pea aphid genome, making such analyzes hazardous. 

Moreover, we found a T1Sex FAIRE peak in the body of LOC100164454, a gene coding for a homolog of 

the fruit fly’s slimfast protein. Slif mutants in Drosophila display a remobilization of nutrient stores in 

the fat body, resulting in aggregation of storage vesicles. The down expression of LOC100164454 in 

stage 18 sexual embryos could thus be involved in the remobilization of lipids stored in embryos’ fat 

body [Costechareyre et al., 2012] for the formation of yolk involved in the development of the haploid 

oocytes into unfertilized eggs. 
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Moreover, LOC100162729, the homolog of brummer in the fruit fly, is down regulated in asexual 

embryos of stage 20, potentially by transcription factor bindings its T3Asx-specific FAIRE peak, and is 

thus highly expressed in sexual embryos of stage 20. The brummer (bmm) gene encodes the lipid 

storage droplet-associated TAG lipase Brummer, a homolog of human adipocyte triglyceride lipase 

(ATGL). In Drosophila, food deprivation or chronic bmm overexpression depletes organismal fat stores 

in vivo, and is thus involved in the release of lipids from the fat body, producing accumulation of lipid 

droplets in oenocytes [Gutierrez et al., 2007]. The protein encoded by LOC100162729 could thus be 

involved in the remobilization of lipids from the embryos’ fat body for yolk accumulation in developing 

unfertilized eggs. 

These results suggest a putative cross-talk between embryo’s fat body, oenocytes [Tsuchida et al., 

2014] and haploid oocytes, regulated by transcription factor binding in open chromatin sites in the 

case of the pea aphid reproductive polyphenism. 

 

Conclusion 

In this article we studied the chromatin accessibility regulations and their putative impact on 

embryonic genetic programs expression during the initiation of the reproductive polyphenism in 

aphids. We identified the putative involvement of two genes, LOC100164454 and LOC100162729, in 

the lipid remobilization of the sexual embryos’ fat body. Such function could be associated with the 

yolk accumulation involved in the development of the unfertilized eggs inside these embryos. This 

suggests that yolk accumulation or at least its synthesis might be initiated as soon as an embryo is 

destined to reproduce sexually, at the stage 18. Moreover, we discovered that the transition from 

flexible embryos to asexual embryos involve less chromatin reorganizations that in the case of sexual 

embryos. This suggests that asexual reproduction might be the default genetic program of flexible 

embryos Analysis of DNA motifs enrichment and their binding by putative transcription factors in 

distal intergenic FAIRE peaks with the help of chromosome conformation capture methods is the next 

step in the understanding of the epigenetic regulation of the genetic programs involved in the 

reproductive polyphenism in aphids. 
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Figures and Supplementary data 

 

Figure 1 | Protocol allowing the synchronized production of asexual and sexual embryos under short 

photoperiod. As described in methods, the development of sexuparae females and their embryos is 

synchronized during a 12 hours window. 24 hours after synchronization, sexuparae are treated with 

acetone or acetone and kinoprene, a juvenile hormone (JH) analog that changes the fate of embryos’ 

germ cells to diploid oocytes (asexual reproduction). Embryos of kinoprene treated sexuparae 

correspond to asexual females displaying diploid oocytes (embryos) once adult, while embryos of 

acetone treated individuals correspond to sexual females displaying haploid oocytes (eggs) once adult. 

A portion of acetone treated individuals are dissected for the collection of their 6 most developed 

embryos, for a total of 800 embryos at stage 17. These embryos constitute the first time point (T0) of 

both asexual and sexual embryos developmental kinetics. 24 hours after the treatment, kinoprene 

and acetone treated individuals are dissected for the collection of their 6 most developed embryos 

during every 24 hours during 3 days, allowing the collection of 600 stage 18 embryos, 400 stage 19 

embryos and 300 stage 20 embryos for sexual and asexual kinetics. FAIRE-seq has been performed on 

these embryos, following the number collected indicated for each condition. RNA-seq has been 

performed on 60 embryos in each condition.  
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Figure 2 | RNA-seq biological replicates correlation. After the calculation of CPM for each RNA-seq 

libraries (see Methods), replicates have been compared to each other by ploting the Log2(CPM) of  

expressed genes using Multidimensional Scaling (MDS). 
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Figure 3 | Assessment of the reproducibility of FAIRE-seq samples. Using Irreproducible Discovery 

Rate (IDR), each one of the three biological replicates of a given condition (R1, R2, R3) were compared 

in a one-versus-one manner on the basis of two different IDR scores: the comparison between the 

number of FAIRE peaks retained at a certain IDR between original replicates (IDR score 1), and the 

maximum of the number of FAIRE peaks kept at a given IDR between pooled-pseudoreplicates and 

original pseudo-replicates (IDR score 2). Samples with high consistency, which have then been pooled 

for further analyses, are represented in orange, when under the threshold value of 2 suggested by 

IDR. 
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Figure 4 | Definition of TSS and promoter genomic classes by the analysis of open chromatin and gene 

expression correlation. The mean input-normalized FAIRE-seq signal have been represented along 

each gene of A. pisum genome using 10bp windows with deepTools [Ramírez et al., 2014, 2016]. Genes 

have been ranked from the most expressed (top) to the least expressed (bottom) depending on their 

expression in each condition. The TSS and Promoter genomic classes limit are represented with 

dashed blue lines, while the putative TSS of each gene is represented by the full blue line in each 

heatmap. In order to encompass the strong open chromatin signal around the putative TSSs in a 

genomic class, the TSS genomic class was defined as 450bp upstream and downstream the putative 

TSSs. The Promoter genomic class was, however, defined as 2000bp upstream the TSS class. 
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Figure 5 | FAIRE peaks distribution across genomic features after merging throughout all seven 

embryos type. All the peaks retained after the peak-calling were merged into a single peak set 

comprising 197 993 FAIRE peaks, defined as accessible in some conditions. a Distribution of this peak 

set across the different genomic classes expressed in FAIRE peaks number for one Megabase pair 

(Mbp), accompanied visually by the definition of each one of these classes: Intergenic, Promoter, TSS 

and Gene (corresponding to all genes’ body, and overlapping with 450bp of the TSS class). b 

Proportion of the 197 993 merged peaks across the genomic classes. 
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Figure 6 | Number of identified FAIRE peaks by biological and genomic classes. After merging and 

assignation to genomic classes, each peak of the unique peak set has been assigned to biologically 

relevant classes after thorough filtering steps (see Methods). a, c, e Number of merged peaks assigned 

to each biological class for T0 T1 (a), T2 (c) and T3 (e) comparisons between sexual and asexual 

embryos. b, d, f Proportion of assignation to genomic classes (intergenic, promoter, TSS and gene) of 

merged FAIRE peaks for each biological class for the T0 T1 (b), T2 (d), T3 (f) comparisons between 

sexual and asexual embryos. 
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Figure 7 |Gene Ontology analyses of genes displaying condition specific FAIRE peaks of the T0 T1 (a), 

T2 (b) and T3 (c) comparisons between sexual and asexual embryos. Heatmaps results are expressed 

in log10(p-value) calculated by gcocoa for each GO Term. Only GO Terms displaying a condition 

specific enrichment are represented. 
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Figure 8 | Expression analysis of genes displaying condition specific FAIRE peaks in their promoter 

(dark red), TSS (red) or body (orange). Each point represents a FAIRE peak specific of the condition 

described above the graph, and for which an expressed gene is associated with. Gene expression is 

represented in log2(ratio) between relevant conditions for each biological class of FAIRE peaks. Gene 

names and their homologue in D. melanogaster is represented for certain differentially expressed 

genes. Dashed-lines correspond to 0.56 or -0.56 values, which are equivalent to log2 values of 1.5 and 

0.67 fold-changes, respectively. 
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Figure 9 | Genomic view of the LOC100164454 locus, a homologue of the slimfast  gene in Drosophila, 

by IGV.  The differential FAIRE peak putatively associated to the down expression of LOC100164454 is 

displayed in bleu. FAIRE-seq signal (top) is centered on a value of 3, with all values above 3 displayed 

with colors depending on the condition like the RNA-seq tracks (T1Asx in red, T1Sex in blue, T0 in 

black), while values below 3 are represented upside-down in grey.  
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Supplementary Data 1 | Reproductive phenotype of the offspring of acetone or kinoprene treated 

sexuparae reared under short photoperiod.  

 

 

Supplementary Data 2 | FAIRE and Control DNA extraction data sent for sequencing.  

 

0% 20% 40% 60% 80% 100%

Kinoprene treated

individuals

Acetone treated

individuals

Proportion of individuals 

Sexual oocytes (eggs) A sexual oocytes (embryos)

/ondition . iological replicates

a ean /ontrol 5bA  

/ oncentration

a ean CA Lw9 5bA  

/oncentration

CA Lw9 

ratio

Stage 17 (T0) w1 A 13 2.34 1.13

Stage 18 Sex (T1Sex) w1 A 8.7 3.64 2.6

Stage 18 A sx (T1A sx) w1 A 15 5.03 2.09

Stage 19 Sex (T2Sex) w1 A 2.6 1.34 2.91

Stage 19 A sx (T2A sx) w1 A 8.4 3.36 2.21

Stage 20 Sex (T3Sex) w1 A 7 3.2 2.53

Stage 20 A sx (T3A sx) w1 A 12 5.1 2.36

/ondition . iological weplicates

a ean /ontrol 5bA  

/ oncentration

a ean CA Lw9 5bA  

/oncentration

CA Lw9 

ratio

Stage 17 (T0) w2 . 4.8 2.04 2.63

Stage 18 Sex (T1Sex) w2 . 6.3 2.74 2.71

Stage 18 A sx (T1A sx) w2 . 9.7 4.1 2.64

Stage 19 Sex (T2Sex) w2 / 5.2 1.92 2.05

Stage 19 A sx (T2A sx) w2 / 14.7 5.78 2.19

Stage 20 Sex (T3Sex) w2 / 6.9 3 2.43

Stage 20 A sx (T3A sx) w2 / 9.6 4.3 2.48

/ondition . iological weplicates

a ean /ontrol 5bA  

/ oncentration

a ean CA Lw9 5bA  

/oncentration

CA Lw9 

ratio

Stage 17 (T0) w3 5 11 1.9 1.3

Stage 18 Sex (T1Sex) w3 5 9.3 1.74 1.4

Stage 18 A sx (T1A sx) w3 5 11.3 1.6 1.11

Stage 19 Sex (T2Sex) w3 9 26.5 8.0 1.9

Stage 19 A sx (T2A sx) w3 9 16.7 3.0 1.1

Stage 20 Sex (T3Sex) w3 9 25.7 12.4 3.0

Stage 20 A sx (T3A sx) w3 9 49.7 16.1 2.0
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Supplementary Data 3 |Number of FAIRE-seq mapped reads on the pea aphid genome assembly v2.1 

(Aphidbase). R1, R2 and R3 correspond to FAIRE biological replicates, while C corresponds to an 

equimolar pool of Control samples extracted concomitantly with the FAIRE samples. 
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Supplementary Data 4 | Refinement of FAIRE peaks called with MACS2 and IDR (orange) or MACS2 

without control samples followed by a filtering step keeping only peaks showing a ratio of minimum 

1.5 between normalized FAIRE counts and Control DNA counts (blue). a Density plot representing the 

proportion of FAIRE peaks’ size. b Mean control-normalized FAIRE signal calculated around the summit 

of FAIRE peaks. 
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Supplementary Data 5 | Number of RNA-seq mapped reads on the pea aphid genome assembly v2.1 

(Aphidbase), with data from Wücher et al., unpublished in dark grey, and data sequenced along the 

FAIRE-seq of the present article in red. 

 

Supplementary Data 6 | Quality controls of RNA-seq data analysis. a and b Effect of filtration of 

unexpressed genes on the density of genes’ expression in Log2(CPM). c and d Effect of normalization 

using EdgeR TMM Method on the distribution of genes’ expression in Log2(CPM). 
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C. Résultats complémentaires 

1. RNA-seq : un potentiel manque de profondeur de séquenç age par 

rapport aux données FAIRE-seq 

Dans cette étude, les données RNA-seq et FAIRE-seq ont été comparées, mais chaque expérience 

implique une grande différence de profondeur de séquenç age. En effet, les données RNA-seq 

comportent en moyenne 15.1 ±  6.7 millions de lectures mappées sur le génome du puceron du pois 

tandis que les expériences FAIRE en présentent en moyenne 39.4 ±  16.0 millions et les échantillons 

Contrôle 61.0 ±  6.0 millions (données supplémentaires 3 et 5 de l’article, intervalle de confiance 

exprimé en écart type). 

Lors de la comparaison des données FAIRE-seq et RNA-seq, nous avons trouvé de nombreux pics 

FAIRE spécifiques des conditions étudiées au sein de gènes non-différentiellement exprimés. Ainsi, 

peu de corrélations entre expression et ouverture différentielles ont été identifiés, particulièrement 

lors des comparaisons entre embryons de stade 18 asexués et sexués, où seulement une seule 

corrélation est caractérisée (LOC100164454). Cela pourrait s’expliquer par un manque de profondeur 

de séquenç age des ARNm par rapport aux ADN FAIRE et Contrôle, permettant une identification plus 

précise des régions chromatiniennes putativement régulatrices comparativement à l’identification de 

gènes différentiellement exprimés. Nous avons donc choisi de ne pas effectuer d'analyse d'expression 

différentielle sur ces données RNA-seq afin de ne pas limiter l’analyse des données FAIRE-seq par 

manque potentiel de couverture des données d’expression. La production de nouvelles données RNA-

seq avec un séquenç age plus profond pourrait corriger ce problème. De manière alternative, il serait 

possible d’analyser le transcriptome non pas des embryons sexués ou asexués, mais directement celui 

des cellules germinales et ovocytes (haploïdes ou diploïdes). Cependant, un tel projet nécessiterait de 

mettre au point un protocole de microdissection laser pour extraire les ARNm de manière spécifique 

de ces tissus. Plus simplement, il serait possible d’analyser le transcriptome de cellules germinales de 

femelles sexuées et asexuées adultes, bien que ce type d’approche soit plus biaisé qu’une 

microdissection des tissus embryonnaires correspondant. Ces nouvelles données permettraient sans 

doute de mieux corréler ouverture et expression différentielle, dans le but de caractériser de faç on 

plus exhaustive les régulations transcriptionnelles mises en jeu entre embryons sexués et asexués. 

2. Identification de sites de fixation de facteurs de transcription 

La méthode FAIRE-seq permet l’identification de potentiels éléments régulateurs de la transcription, 

comme des motifs enhancers, silencer ou insulator, par la recherche de l’enrichissement de motifs 

ADN au niveau des pics FAIRE identifiés. Des analyses préliminaires d’enrichissement de motifs d’ADN 

au niveau des pics différentiels d’ouverture de la chromatine entre embryons sexués et asexués ont 

donc été initiées. Les motifs identifiés ont été comparés à une base de données de facteurs de 

transcription (FT) de la Drosophile, comprenant des homologues protéiques du puceron du pois 

exprimés au niveau des embryons sexués et asexués. Les enrichissements de motifs et leur 
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comparaison avec les motifs reconnus par des FT de la Drosophile ont été menés à l’aide de MEME-

ChIP (paramètres par défaut) [Bailey et al., 2009 ; Machanick et Bailey, 2011], tandis que la constitution 

de la banque de FT conservés entre A. pisum et D. melanogaster a été réalisée par BLASTp+ [States et 

Gish, 1994 ; Camacho et al., 2009] en ne conservant que des homologues avec une E-value maximale 

10 et une p-value maximale de 1e-20 (Figure 28). 

Cette analyse nous permet, par l’intermédiaire de l’annotation du génome de D. melanogaster, de 

caractériser des évènements de fixation de facteurs de transcription putatifs au sein de régions de la 

chromatine ouverte de manière spécifique au sein des embryons étudiés.  

Certains facteurs de transcription sont identifiés comme se fixant au niveau de pics FAIRE dans 

plusieurs types d’embryons, comme c’est le cas de l’homologue de datilografo (DATI), malgré la 

spécificité des pics FAIRE analysés. Les fonctions de ces facteurs de transcription sont sans doute 

généralistes, comme par exemple odd paired (OPA, homologue de LOC100168291), qui est impliqué 

dans l’embryogénèse chez la Drosophile. Certains facteurs de transcription présentent des profils 

complexes de fixation putative au niveau des motifs d’ADN ouvert enrichis, comme par exemple KLU, 

DAR1 et SR, identifiés au niveau des embryons T0, T1Asx et T2Sex. Ainsi, la faç on la plus logique 

d’analyser ces données est de s’intéresser aux facteurs de transcription reconnaissant des motifs 

enrichis au niveau de la chromatine ouverte d’un seul type d’embryon.  

Seul MED est capable de reconnaitre spécifiquement les motifs d’ADN enrichis au niveau des pics 

FAIRE spécifiques des embryons de stade 17 (T0). MED ayant de nombreux rôles dans le 

développement impliquant le patterning dorso-ventral, le patterning et la prolifération des disques 

alaires et la régulation de l’expression de gènes dans le corps pédonculé du cerveau des larves, il est 

difficile de déterminer un rôle putatif de son homologue LOC100158948, chez A. pisum dans le cadre 

de la mise en place du polyphénisme de reproduction. 
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Figure 28 | Enrichissement de sites de fixation de facteurs de transcription au sein des pics FAIRE 

spécifiques de chacun de types d’embryon étudiés. Sont décrits dans cette figure, les facteurs de 

transcription (TF dans la figure) du génome de la Drosophile ayant des homologues chez le puceron 

du pois, qui sont exprimés au niveau des embryons. Ces facteurs de transcription pourraient 

éventuellement reconnaître des motifs d’ADN enrichis au niveau des pics FAIRE spécifiques des 

embryons de stade 17 (T0), 18 (T1), 19 (T2) et 20 (T3) à développement sexué (Sex) ou asexué (Asx),. 

Pour chaque FT ainsi identifié, sont reportés le nom des homologues d’A. pisum, la p-value de l’analyse 

BLAST protéique (niveau de conservation), le motif reconnu par chaque FT dans le génome de la 

Drosophile, leur nom complet, ainsi que la présence (vert) ou absence (blanc) d’un enrichissement du 

motif ADN sur lequel ces FT peuvent se fixer au sein des divers types d’embryons.  

 

Concernant les facteurs de transcription reconnaissant des régions ouvertes au sein de la chromatine 

des embryons asexués, sont identifiés de faç on notoire des homologues de KAH et PDM3, deux 

facteurs de transcription en relation avec le système nerveux ; ainsi que DA, une protéine bHLH de 

classe I [Gaudet et al., 2010] régulant notamment de manière critique la prolifération des cellules 

somatiques [Smith et al., 2002]. L’homologue de DA chez le puceron du pois pourrait ainsi jouer un 

rôle dans le développement des ovocytes diploïdes en embryons au sein des embryons de stade 20, 

chez qui des embryons, majoritairement constitués de cellules somatiques, peuvent déjà atteindre le 

7

ème

 stade embryonnaire [Miura et al., 2003]. En revanche, il est surprenant de ne voir ressortir aucun 

facteur de transcription répondant à l’hormone juvénile chez les embryons asexués. En effet, d’après 

les études ayant conduit à la mise en place du protocole ici utilisé, l’ajout d’hormone juvénile est 

décrite comme l’élément déclenchant le basculement vers cette reproduction asexuée [Corbitt et 

Hardie, 1985]. Or, aucun facteur de transcription ici détecté ne semble supporter cette hypothèse. 
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Concernant la reconnaissance de pics FAIRE spécifiques des embryons sexués par des facteurs de 

transcription, nous avons identifié des sites putatifs de fixation des facteurs de transcription BLIMP-1, 

EIP78C et EIP75B, et HNF4. Ce dernier correspond chez la Drosophile à un facteur de transcription 

régulant la mobilisation des lipides et la bêta-oxydation des acides gras pendant les stades larvaires, 

corrélant donc avec la remobilisation des lipides décrite chez les embryons sexués au sein de l’article 

par des analyses corrélatives d’ouverture et d’expression différentielles de gènes. BLIMP-1, EIP78C et 

EIP75B sont quant à eux des facteurs de transcription inductibles par l’Ecdysone chez D. 

melanogaster. 

BLIMP-1 est un facteur de transcription ayant des rôles importants dans la métamorphose chez la 

Drosophile, notamment en étant impliqué dans le timing de la pupation par la régulation de la 

synthèse de 20-hydroxyecdysone. En effet, BLIMP-1 inhibe la transcription de βFtz-f1 au cours du 

stade pré-pupal. Cette inhibition est levée lors du passage au stade pupal, permettant alors 

l’augmentation de la transcription de shade qui est impliqué dans la conversion de l’ecdysone en 20-

hydroxyecdysone régulant la transition développementale par l’induction de l’expression de certains 

gènes [Akagi et al., 2016]. Ainsi BLIMP-1 est impliqué dans le timing d’une transition 

développementale par la régulation de la voie de synthèse du 20-hydroxyecdysone ; or des sites de 

fixations putatifs pour ce FT sont retrouvés de manière spécifique dans la chromatine ouverte des 

embryons sexués de stade 18, suggérant ainsi l’implication potentielle de LOC100159482, son 

homologue chez A. pisum, dans la transition entre un embryon flexible de stade 17 et un embryon 

sexué de stade 18 via l’ecdysone. EIP78C est un récepteur hormonal nucléaire à l’ecdysone associé à 

EIP75C, notamment impliqué dans l’ovogénèse. Chez D. melanogaster, EIP78C est exprimé dans toute 

la lignée germinale pendant l'ovogénèse, et est important pour la production d'œ ufs et pour le 

contrôle maternel de l'embryogénèse précoce. Par des mutants de type perte de fonction, il a 

notamment été montré qu’EIP78C favorise la survie des follicules en développement par son activité 

au niveau des cellules germinales [Ables et al., 2015]. EIP75B répond à l’ecdysone et est impliqué dans 

le choix du développement ou de la dégénérescence des chambres à œ ufs par l’induction ou la 

suppression de l’apoptose au sein des larves de stades 8 et 9, en fonction des conditions de 

nutrition[Terashima et Bownes, 2006]. BLIMP-1 et les protéines EIP ne reconnaissant pas les mêmes 

motifs, il semble que nous ayons détecté ici une signature forte de facteurs de transcription 

répondant à l’ecdysone et étant associés à l’ovogénèse ou à une transition développementale dans le 

processus du polyphénisme de reproduction chez le puceron du pois. Ainsi, ces résultats suggèrent 

que la transition d’un embryon de stade 17 dont le devenir est flexible, vers un embryon de stade 18 

sexué serait régulée par une voie impliquant l’ecdysone, qui serait perç ue par des facteurs de 

transcription déclenchant la différenciation des cellules germinales des embryons en ovocytes 

haploïdes (œ ufs non-fertilisés). 

De ces résultats, bien qu’issus d’analyses préliminaires, ressortent des conclusions intéressantes, 

suggérant d’une part l’absence de l’implication de facteurs de transcription répondant à l’hormone 

juvénile chez les embryons asexués, et d’autre part l’implication de facteurs de transcription 

répondant à l’ecdysone chez les embryons sexués, et dont les fonctions sont liées notamment à 
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l’ovogénèse, bien qu’aucune implication de l’ecdysone dans le polyphénisme de reproduction des 

pucerons n’ait à ce jour été montré. La signalisation par l’hormone juvénile pourrait cependant être 

post-traductionnelle, donc non-détectée par l’analyse de régulations transcriptionnelles. 
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VII. Discussion générale 

Au cours des deux chapitres précédents, nous avons présenté les résultats majeurs de ma thèse qui 

vont à présent être discutés. Dans un premier temps nous rappellerons les avantages et 

inconvénients du FAIRE-seq – qui constitue le socle méthodologique de cette thèse – au regard 

d’autres méthodes d’analyse de la chromatine ouverte tout en détaillant et discutant les mises au 

point bio-informatiques qui ont été réalisées. Dans un second temps nous discuterons des limites de 

l’assemblage et de l’annotation du génome du puceron du pois ainsi que des parti pris qui nous ont 

permis de nous affranchir de ces limites. Enfin, nous rappellerons les résultats majeurs obtenus au 

cours de ma thèse, afin de les discuter d’un point de vue intégratif et vis-à-vis des données 

bibliographiques existantes tout en envisageant de nouvelles pistes d’étude qui permettraient d’aller 

plus loin dans la compréhension de l’implication des mécanismes épigénétiques dans la régulation du 

mode de reproduction chez les pucerons. 

A. La méthode FAIRE-seq : avantages, inconvénients et 

limites  

1. Choix de la méthode FAIRE-seq vis-à-vis du DNAse-seq et de 

l’ATAC-seq 

Plusieurs méthodes ont été développées à ce jour pour permettre l’identification des régions 

accessibles de la chromatine à l’échelle des génomes, et le «  Formaldehyde Assisted Isolation of 

Regulatory Elements » suivi d’un séquenç age haut-débit (FAIRE-seq) [Gaulton et al., 2010] utilisé dans 

cette thèse, constitue l’une de ces méthodes. Le séquenç age des sites hypersensibles à la DNase I 

(DNAse-seq) [Boyle et al., 2008a] ainsi que «  l’Assay for Transposase-Accessible Chromatin with 

highthroughput sequencing » (ATAC-seq) [Buenrostro et al., 2013a] sont deux méthodes alternatives 

au FAIRE-seq, tandis que le «  Micrococcal nuclease assisted isolation of nucleosomes » suivi d’un 

séquenç age haut-débit (MAINE-seq) [Schones et al., 2008] est une méthode complémentaire aux trois 

précédentes, puisqu’elle permet l’étude de la position des nucléosomes (ADN non-accessible donc) via 

une digestion de la chromatine par des nucléases micrococcales. 

L’extraction d’ADN ouvert par le protocole de DNAse-seq est basée sur la digestion de la chromatine 

par la DNAse I, une endonucléase clivant l’ADN accessible mais laissant intacte l’ADN fermé associée à 

des protéines et notamment les histones. L’ADN digérée par la DNAse I correspondant à des 

fragments plus courts que l’ADN intact, une sélection par taille permet de séparer la chromatine 

fermée de la chromatine ouverte, puis de procéder à l’extraction et au séquenç age haut-débit de cette 

dernière [Song et Crawford, 2010]. L’ATAC-seq est une méthode basée sur la forte affinité des 

transposons pour les régions ouvertes de la chromatine au sein desquelles ils peuvent s’insérer plus 

facilement qu’au niveau des régions fermées. Ainsi, l’ATAC-seq utilise une transposase Tn5 mutée et 

hyperactive. La haute activité de cette transposase permet un clivage efficace de l'ADN libre, 
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coordonnée à une ligation simultanée de séquences adaptateurs. Les fragments d'ADN portant ces 

adaptateurs sont ensuite isolés, amplifiés par PCR et utilisés pour du séquenç age haut-débit 

[Buenrostro et al., 2013a]. Le FAIRE-seq correspond quant à lui à un protocole permettant l’extraction 

des régions appauvries en nucléosomes (NDR) grâce à une fixation au formaldéhyde de la chromatine 

suivie de sa fragmentation par sonication et d’une extraction au phénol-chloroforme, permettant de 

dissocier ADN ouvert et ADN associé aux nucléosomes et ainsi d’extraire puis séquencer les NDRs 

[Simon et al., 2012]. Ces trois méthodes permettent un enrichissement d’ADN ouvert au niveau des 

TSS qui est corrélé positivement avec l’expression des gènes – les gènes les plus exprimés ayant un 

TSS plus accessible – ce qui permet de vérifier le succès des expérimentations réalisées.  

Parmi ces trois méthodes, nous avons fait le choix dès 2012 de la mise au point du FAIRE-seq pour 

diverses raisons qu’il convient de présenter. Tout d’abord, d’un point de vue historique le FAIRE-seq, 

développé pour la première fois en 2010 est le successeur du DNAse-seq développé en 2008, et 

permet d’extraire les régions ouvertes de la chromatine sans réaliser les étapes fastidieuses de 

titration d’enzymes, une des étapes limitante du DNAse-seq [Tsompana et Buck, 2014]. De plus, le 

FAIRE-seq nécessite un nombre de cellules moindre vis-à-vis du DNAse-seq, à rendement final 

équivalent (Figure 29). En outre, nous étions intéressés par l’étude de la chromatine ouverte extraite à 

partir de tissus potentiellement congelés dont l’acquisition est délicate, comme cela a été le cas des 

nombreux embryons collectés par vivisection d’individus sexupares dans le cadre du dispositif 

expérimental décrit dans le Chapitre II. Le protocole du FAIRE-seq décrit en 2012 [Simon et al., 2012] a 

notamment été développé pour des tissus congelés, contrairement au DNAse-seq pour qui le premier 

protocole pour tissus congelés a été publié à la fin de l’année 2013 [Ling et Waxman, 2013]. Ainsi, au 

début de l’année 2013 lors de la réflexion menée par l’équipe autour de la mise au point d’une 

méthode d’étude de la chromatine ouverte, le FAIRE-seq apparaissait comme une méthode innovante, 

relativement simple à mettre en place, et adaptée à des tissus vivants ou congelés. L’ATAC-seq, dont le 

protocole a été publié en 2013, nécessite bien moins de matériel biologique de départ pour un 

rendement final équivalent au DNAse-seq et FAIRE-seq (Figure 29), tout en permettant une étude 

élargie d’une grande diversité d’éléments régulateurs au sein du génome (discuté par la suite) 

comparativement aux deux autres méthodes. Ce sont pour ces raisons que l’ATAC-seq remplace 

progressivement le FAIRE-seq et le DNAse-seq, dont les utilisations décroissent sensiblement à partir 

de l’année 2017 au profit de l’ATAC-seq (Figure 30). L’ATAC-seq aurait ainsi constitué une méthode de 

choix pour répondre aux questions biologiques abordées dans cette thèse. Mais son protocole n’ayant 

été décrit que mi-2013, uniquement pour des cultures cellulaires («  tissus vivants »), et au vue du 

manque de recul sur la méthode ATAC au moment de la réflexion de l’équipe pour déterminer le 

protocole d’étude de la chromatine ouverte à mettre au point, le FAIRE-seq constituait un choix 

logique. 
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Figure 29 | Comparaison des protocoles FAIRE-seq, DNase-seq et ATAC-seq. À rendements égaux, 

FAIRE-seq et DNase-seq demandent environ la même quantité de matériel biologique (exprimé ici en 

nombre de cellules) ainsi qu’environ la même durée de préparation des échantillons d’ADN. L’ATAC-

seq tend à remplacer ces deux méthodes car elle demande moins de matériel biologique de départ, et 

présente l’avantage d’être environ 4 fois plus rapide à réaliser. D’après [Buenrostro et al., 2013a]. 

 

 

 

Figure 30 | Bibliométrie concernant les sujets «  DNA-seq », «  FAIRE-seq » et «  ATAC-seq » au sein de 

Web of Science entre les années 2008 et 2017. Trois recherches indépendantes de ces termes ont été 

effectuées au sein de WoS dans la catégorie «  Topic », et le nombre d’articles publiés par année 

comportant le terme recherché a été reporté. 
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Comme nous l’avons constaté au cours des expérimentations FAIRE décrites aux Chapitres I et II, les 

rendements FAIRE par rapport aux rendements Contrôle (comparé grâce au ratio FAIRE [Simon et al., 

2012] sont variables, notamment à cause des étapes de fixation de la chromatine au formaldéhyde 

dont les résultats dépendent de nombreux paramètres parfois complexes à maitriser tels que la 

composition des tissus (par exemple en acide gras dans le cadre du Chapitre I), la finesse de broyage 

des tissus ou la perméabilité des cellules [Tsompana et Buck, 2014]. Plusieurs répétitions biologiques 

ont ainsi été nécessaires afin d’obtenir des échantillons reproductibles sur la base du ratio 

FAIRE/Contrôle et des profils de régions candidates en PCR quantitative (non publiés). Cette méthode 

peut donc être fastidieuse dans le cas de matériel biologique limitant, comme cela a été le cas pour la 

cinétique de développement embryonnaire qui a nécessité 9 répétitions biologiques complètes pour 3 

répétitions biologiques suffisamment reproductibles d’un point de vue du ratio FAIRE pour être 

séquencées (Chapitre II). 

Concernant l’utilisation de tissus congelés, ils sont notamment utilisés dans le cas d’analyse de la 

chromatine ouverte chez l’Homme sur des tissus limitant extraits suite à des biopsies, et qui par 

nature ne peuvent être analysés qu’extemporanément. La congélation des tissus peut entrainer des 

modifications de l’agencement de la chromatine au sein des cellules, et donc conduire à des biais 

d’identification de régions ouvertes de la chromatine par FAIRE-seq. La comparaison des méthodes 

FAIRE entre tissus congelés et vivants n’a pas été réalisée de manière spécifique. A l’inverse, des 

expériences de XChIP-seq – qui permet également d’extraire de l’ADN en relation avec son contexte 

chromatinien (décrit en synthèse bibliographique) – ont été à la fois réalisées sur des hépatocytes frais 

et congelés et ont révélé une corrélation forte des résultats, conduisant à des conclusions identiques 

entre les deux types de protocoles [Savic et al., 2013]. La méthode FAIRE, comme le XChIP, utilise une 

étape de fixation de l’ADN aux protéines à l’aide de formaldéhyde. Ce type de fixation limitant les 

modifications de la structure de la chromatine au cours des expérimentations FAIRE et XChIP, celles-ci 

doivent donc être réduites lors du processus de décongélation des tissus, permettant donc l’obtention 

de résultats similaires entre tissus congelés et non-congelés. Ceci justifie le choix de l’équipe au sein 

de laquelle s’est déroulée ma thèse de réaliser les expérimentations FAIRE-seq sur des tissus congelés. 

2. L’analyse de données FAIRE-seq 

a. FAIRE-seq, DNAse-seq, ATAC-seq : signal et régions identifiées 

Concernant les analyses bioinformatiques des trois méthodes décrites précédemment, FAIRE-seq et 

ATAC-seq partagent de nombreux points en commun avec les analyses issues du ChIP-seq, tandis que 

le DNase-seq présente des analyses dédiées compte-tenu de la particularité du signal obtenu. Les 

régions identifiées par ces trois méthodes suite aux analyses bioinformatiques sont le plus souvent 

très corrélées, et anti-corrélés avec les régions identifiées par MAINE-seq. Cependant, chaque 

méthode comporte ses propres particularités quant aux régions spécifiques qu’elles permettent 

d’identifier. 
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Concernant les avantages et inconvénients du FAIRE d’un point de vue bioinformatique, il permet de 

s’affranchir du problème des séquences surreprésentées pouvant être enrichies dans le cadre des 

protocoles faisant intervenir des enzymes tels que le DNAse-seq et le MAINE-seq, évitant donc des 

biais dans l’identification des sites de fixation des facteurs de transcription [He et al., 2014]. Cependant 

le DNAse-seq, tout comme l’ATAC-seq, présentent un ratio signal/bruit supérieur à celui du FAIRE-seq. 

Ceci a pour effet de rendre les analyses bioinformatiques plus directes pour ces deux méthodes vis-à-

vis du FAIRE. Ainsi, les données FAIRE-seq, bien que robustes et reproductibles, sont complexes à 

analyser en raison d’un ratio signal/bruit faible, rendant parfois complexe la dissociation entre région 

ouverte et bruit de fond notamment pour l’identification de pics ouverts de la chromatine. 

Les régions identifiées par FAIRE-seq et DNAse-seq sont pour la plupart corrélées. En revanche le 

FAIRE-seq permet d’identifier des pics spécifiques non-associés à des régions promotrices, tandis que 

le DNA-seq permet, à l’inverse, d’identifier des régions spécifiques des promoteurs [Kumar et al., 

2013]. L’ATAC permet quant à lui l’identification de régions ouvertes de la chromatine corrélées avec le 

FAIRE-seq et le DNAse-seq, ainsi que la position des nucléosomes et des régions associées à la fixation 

de facteurs de transcription proches des régions accessibles de la chromatine [Tsompana et Buck, 

2014]. Cette particularité peut rendre complexe l’analyse et l’interprétation des données sans autre 

information que celles apportées par l’ATAC-seq, puisque parmi les différents pics identifiés suite aux 

analyses bioinformatiques, différents éléments génomiques autres que de la chromatine ouverte 

peuvent être identifiés, y compris des éléments antagonistes comme les nucléosomes. De plus, cette 

méthode étant relativement récente, l’analyse des données séquencées peut s’avérer complexe par 

manque d’outils spécifiques à cette méthode, à l’inverse du DNAse-seq et du ChIP-seq par exemple. 

Cependant, l’ATAC-seq devenant de plus en plus utilisé pour l’étude de la chromatine ouverte à 

l’échelle des génomes, de nouvelles méthodes d’analyse dédiées sont actuellement en cours de 

développement (https://github.com/kundajelab/atac_dnase_pipelines). 

a. FAIRE-seq : des analyses complexes et non-uniformisées 

Les protocoles d’analyse bioinformatique des données FAIRE-seq sont principalement dérivés des 

analyses de données ChIP-seq, en étant basé sur un appel de pics suivi d’une assignation des régions 

identifiées à différents éléments génomiques (gènes, promoteurs) mais également le calcul d’un signal 

FAIRE normalisé. 

Le calcul du signal FAIRE réalisé par deepTools [Ramírez et al., 2016] permet de quantifier 

l’accessibilité de la chromatine sur un certain nombre de régions d’intérêt tels que les TSS des gènes. 

Cette approche a permis de tirer des conclusions robustes dans le cadre du premier article, car les 

différences d’accessibilité étaient marquées entre conditions (mâle/femelle, chromosome 

X/autosomes). En revanche, concernant le deuxième article, d’après des analyses préliminaires et les 

profiles métagéniques présentés, il ne semble pas y avoir de différence d’accessibilité globale de la 

chromatine. Ainsi, c’est l’approche d’appel de pics ouverts de la chromatine qui a été utilisée afin de 

répondre à la question biologique posée 
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Figure 31 | Comparaison des méthodes FAIRE-seq, DNA-seq et ATAC-seq. A) Les trois méthodes 

identifient la chromatine ouverte, notamment au niveau des TSS où l’ATAC-seq est la plus sensible. B) 

FAIRE-seq et ATAC-seq sont deux méthodes proches d’un point de vue de leur couverture le long d’un 

génome. C) FAIRE-seq et ATAC-seq identifient une majorité de régions communes, ainsi que des 

régions spécifiques en proportion plus importante pour l’ATAC-seq, cette méthode permettant 

l’identification d’éléments génomiques non couverts par le FAIRE-seq (nucléosomes notamment). D) 

FAIRE-seq et ATAC-seq permettent tous deux d’identifier des éléments régulateurs tels que des 

séquences enhancers, cependant l’ATAC-seq apparaît plus sensible que le FAIRE-seq. D’après [Davie et 

al., 2015]. 
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La plupart de ces protocoles d’appel de pics impliquent l’utilisation de l’algorithme MACS2 [Zhang et 

al., 2008b] accompagné d’IDR [Kundaje, 2012] permettant de classer les pics identifiés en fonction de 

leur reproductibilité entre réplicas biologiques, tout en comparant la corrélation de ces derniers. 

Cependant, on retrouve au sein de la littérature un manque global d’homogénéité des méthodes 

d’analyses. En effet, la plupart des articles traitant de données FAIRE-seq utilisent des méthodes 

extrêmement différentes pour traiter des données pourtant similaires [Waki et al., 2011 ; Leung et al., 

2014 ; Schick et al., 2015], rendant complexe l’optimisation de l’appel de pics sur des données FAIRE-

seq. En testant de multiples paramètres et approches décrites dans divers articles, nous avons mis au 

point un protocole robuste d’appel de pics, et prenant en compte les limites de l’assemblage du 

génome d’A. pisum (voir ci-dessous). Ainsi, en se basant sur le protocole décrit par [Kundaje, 2012], 

utilisant MACS2 et IDR pour des données ChIP-seq, et sur le protocole décrit par [Schick et al., 2015], 

nous avons couplé les analyses de reproductibilité des réplicas biologiques (MACS2 + IDR) à des 

analyses de détection de pics adaptées à la détection de pics FAIRE fins tels que ZINBA serait capable 

de les identifier (voir ci-après). En effet, les analyses couplant MACS2 à IDR sans traitement en aval ont 

tendance à générer des pics finaux trop larges pour être comparés entre les sept conditions 

différentes dans le Chapitre II. Ainsi nous avons utilisé les réplicas biologiques les mieux corrélés 

retenus par IDR, puis affiné la détection des pics en se basant sur le protocole décrit par [Schick et al., 

2015]. Cette méthode a ainsi permis de conserver des pics reproductibles, tout en les affinant et en 

conservant un nombre suffisant par la détection de pics spécifiques en aval (Figure 32). Ces analyses 

peuvent générer des faux-positifs qui peuvent par exemple correspondre à un pic FAIRE appelé dans 

une seule condition, pouvant donc être défini comme spécifique de cette condition, alors qu’un signal 

FAIRE beaucoup plus élevé (définissant la présence d’un pic, ici non appelé) est détecté au même locus 

dans d’autres conditions. Afin d’éviter la détection de faux-positifs, une étape de filtration des pics en 

fonction de leur hauteur (signal FAIRE maximal) entre différentes conditions a été réalisée et est 

détaillée au sein du deuxième article, Chapitre II. De par le manque d’homogénéité des analyses FAIRE 

au sein de la littérature, plusieurs mois ont été nécessaires à la mise au point d’un tel protocole 

associant un appel de pics fins, robustes, reproductibles, et dont la spécificité au sein des conditions 

étudiées est vérifié, tout en prenant en compte les limites du génome d’A. pisum et le faible ratio 

signal/bruit inhérent à la méthode FAIRE-seq. 

C’est dans le but d’unifier les analyses de données FAIRE-seq que l’algorithme d’appel des pics ZINBA 

[Rashid et al., 2011], a été développé. Il propose différentes étapes adaptées au faible ratio 

signal/bruit des données FAIRE-seq et se positionne ainsi comme l’un des principaux algorithmes de 

ce type à être dédié au FAIRE, avec comme principale alternative F-seq [Boyle et al., 2008b]. Cependant 

F-seq n’est disponible que sur un faible nombre de génomes d’organismes modèles, et n’a donc pas 

été appliqué au génome du puceron du pois. ZINBA quant à lui n’a pas été développé pour supporter 

des génomes assemblés en de très nombreux scaffolds, comme l’est celui du puceron du pois. ZINBA 

est en effet basé sur la comparaison deux à deux des chromosomes constituant un génome, en 

générant un fichier par comparaison. Dans le cas du génome du puceron du pois et ses 23 925 

scaffolds, ce sont plus de 570 millions de fichiers (contre 16 fichiers pour le génome de la Drosophile) 
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qui auraient dû être générés, rendant impossible leur analyse par ZINBA a posteriori, compte tenu de 

son optimisation pour un faible nombre de fichiers. MACS2 étant facilement applicable sur n’importe 

quel génome et ayant été testé de manière rigoureuse avec IDR, il n’est pas étonnant de le retrouver 

utilisé pour l’analyse de données FAIRE-seq, bien qu’il ne soit pas aussi adapté que ZINBA au faible 

ratio signal/bruit du FAIRE, ayant été développé avant tout pour l’analyse de données ChIP-seq. En 

dehors du problème du choix des algorithmes et de leurs paramètres, le génome du puceron du pois 

représente en lui-même un challenge bioinformatique non-négligeable. 

 

 

Figure 32 | Affinement des pics FAIRE appelés par MACS2, en étant couplés à IDR (orange) en utilisant 

les échantillons Contrôles ou MACS2 seul (bleu) sur la base des échantillons retenus par IDR, sans 

échantillons Contrôles suivis d'une étape de filtrage en gardant uniquement les pics montrant un 

rapport de 1.5 minimum entre la couverture FAIRE normalisée et la couverture Contrôle normalisée. 

A) Diagramme de densité représentant les proportions de la taille des pics FAIRE. B) Signal FAIRE 

normalisé par l’ADN Contrôle calculé autour du sommet des pics de FAIRE. 
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B. Le génome d’A. pisum : une annotation et un 

assemblage incomplets  

1. Le génome d’A. pisum : état de l’art 

La taille du génome du puceron du pois est estimée à 546Mb (NCBI), assemblé en 23 925 scaffolds, 60 

596 contigs, avec un N50 des scaffolds (longueur médiane des scaffolds) de 518 546 nucléotides et un 

L50 des scaffolds (nombre de scaffolds dont la longueur sommée est égale au N50) de 280. De plus, le 

génome du puceron du pois est riche en AT (31.2% GC, contre 41.9% chez D. melanogaster).  

En comparant les statistiques d’assemblage aux autres génomes de pucerons, à savoir Diuraphis 

noxia [Nicholson et al., 2015], Myzus persicae [Mathers et al., 2017] et plus récemment Aphis glycines 

[Wenger et al., 2017] (Tableau IV), il apparait que l’assemblage du génome d’A. pisum comporte un très 

grand nombre de scaffolds (en moyenne trois fois plus), avec le N50 pourtant le plus élevé des quatre 

génomes (deux clones de M. persicae ayant été assemblés). Les statistiques permettant le calcul du 

N50 attribuent un poids plus important aux scaffolds les plus grands ; le génome du puceron du pois 

comporte donc un très grand nombre de scaffolds de petites tailles comparés à l’assemblage du 

génome des autres pucerons. Ceci s’explique notamment par l’ancienneté du génome d’A. pisum 

[International Aphid Genomics Consortium, 2010] comparé aux autres pucerons. 

 

Tableau IV. Statistiques comparatives d'assemblage du génome entre A. glycines, D. noxia, M. persicae 

et A. pisum. Toutes les longueurs sont en paires de base, sauf indication contraire. D’après [Wenger et 

al., 2017]. 

 

 

Le génome du puceron du pois est ainsi hautement fragmenté. De plus, l’ensemble des 23 925 

scaffolds présente un chimérisme entre le chromosome X et les autosomes [Jaquiéry et al., 2017], et 

certainement entre les 3 autosomes identifiés lors des karyotypages du génome du puceron du pois. 

Ce chimérisme se traduit par une alternance de contigs appartenant au chromosome X et aux 

autosomes au sein de chaque scaffold. Ce chimérisme a été identifié au cours de travaux visant à 

assigner les 23 925 scaffolds au chromosome X ou aux autosomes grâce un séquenç age de l’ADN 

d’individus mâles et d’individus femelles. Les mâles ne présentant qu’un chromosome X par rapport 

A phis glycines 5iuraphis noxia a yzus persicae clone A a yzus persicae clone . A cyrthosiphon pisum

Denome A ssemb ly Size (a bp) 303 393 347 355 546

9stimated Denome Size (a b p) 317 417 409 409 512

/ ontig / ount 66 000 49 357 - - 60 596

/ ontig b50 15 844 12 578 - - 28 199

Scaffold / ount 8 397 5 641 13 407 4 018 23 925

Scaffold b50 174 505 397 774 435 781 164 460 518 546

D/ % 28 29 30 30 31

Dene bumb er 17 558 19 097 18 433 18 529 36 990
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aux femelles qui en comportent deux, et chaque sexe comportant une paire de chaque autosome, 

une couverture divisée par deux chez les mâles par rapport aux femelles permet d’identifier avec 

précision quels scaffolds appartiennent au chromosome X. Cependant, plutôt que d’observer des 

différentiels le long de scaffolds entiers, des alternances de régions appartenant au chromosome X ou 

aux autosomes ont été identifiées à l’intérieur même de scaffolds. C’est ainsi qu’une nouvelle 

assignation entre le chromosome X et les autosomes a été créée et a permis de réaliser les analyses 

comparatives de l’expression des gènes et de l’accessibilité de la chromatine entre chromosome X et 

autosomes chez des individus mâles et femelles dans le cadre du Chapitre I. 

Le génome du puceron du pois présente également des particularités dans l’annotation de ses gènes. 

En effet, dans la plupart des analyses de génomique comparative, il apparaît que le génome d’A. 

pisum comporte des expansions importantes dans certaines familles de gènes, ainsi qu’un taux de 

duplication de gènes élevé [International Aphid Genomics Consortium, 2010]. Ceci est le reflet d’une 

réalité biologique, avec plus de 2000 familles de gènes dupliquée. Cependant, il n’est pas exclu que 

certaines expansions de gènes comprennent des formes alléliques dues à l’hétérozygotie du clone 

dont le génome a été séquencé, conduisant à une sur-prédiction de gènes dû  à l’allélisme d’un tel 

génome [International Aphid Genomics Consortium, 2010]. De plus, le génome du puceron présente 

actuellement deux annotations de gènes : AphidBase qui comporte 36 990 gènes et l’annotation du 

NCBI qui comporte 18 568 gènes. Ainsi, l’annotation AphidBase comporte environ deux fois plus de 

gènes annotés par rapport à l’annotation NCBI. Ceci est dû d’une part à une sur-prédiction dans le cas 

d’AphidBase, et d’une sous-prédiction dans le cas de l’annotation NCBI, cette dernière étant curée de 

manière stringente pour ne conserver que les gènes supportés de manière robuste par des données 

d’expression. 

Le génome du puceron du pois nécessite donc d’être mieux caractérisé. Actuellement, des nouvelles 

séquences longues ont été produites par la technologie PacBio et un nouvel assemblage est en cours 

afin d’éliminer le chimérisme (Fabrice Legeai, non publié). Suite au nouvel assemblage, une annotation 

automatique sera générée incluant tous les RNA-Seq disponibles et les gènes prédits d’espèces 

proches (pucerons, hémiptères) et modèles (drosophile). Ainsi, les futures études de génomique 

structurale, évolutive et fonctionnelle pourront être plus aisées à réaliser et plus exhaustives. 

2. L’incidence des limites du génome d’A. pisum sur l’analyse de 

données de régulation de la transcription 

a. Compensation de dose : signal FAIRE et territoire chromatinien 

Concernant le premier chapitre portant sur la compensation de dose entre individus mâles et 

femelles, l’ensemble des analyses bioinformatiques se sont articulées autour du calcul du signal FAIRE 

au niveau de l’ensemble des gènes. Pour rappel, le signal FAIRE correspond au ratio de la couverture 

FAIRE par la couverture Contrôle, chaque couverture étant normalisée par la profondeur de 

séquenç age. Cette approche présente l’avantage d’être indépendante de la qualité d’assemblage du 

génome, et indépendante de l’annotation des gènes, puisque ces derniers sont regroupés par profil 
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d’expression, et non par fonction. L’annotation AphidBase - présentant 13 711 gènes assignés au 

chromosome X, et 19 232 gènes assignés aux autosomes - a été utilisée pour les analyses 

bioinformatiques présentées dans l’article. Cependant, l’annotation NCBI comporte aujourd’hui un 

nombre bien plus restreint de gènes, avec seulement 5585 gènes assignés au chromosome X et 12 

640 gènes assignés aux autosomes (avec 348 gènes dans des régions non assignées). Afin de vérifier 

l’indépendance des résultats présentés dans l’article «  Dosage compensation and sex-specific 

epigenetic landscape of the X chromosome in the pea aphid » vis-à-vis de l’annotation des gènes du 

génome d’A. pisum, nous avons recalculé le signal FAIRE moyen le long des gènes associés au 

chromosome X et aux autosomes chez les mâles et femelles pour chaque annotation (Figure 33). Il 

s’avère que, bien que les signaux FAIRE soit plus élevés chez les deux sexes dans le cas de l’annotation 

NCBI, les tendances observées entre mâles et femelles sont indépendantes de l’annotation utilisée. 

Ceci démontre la robustesse et l’indépendance vis-à-vis de la qualité d’assemblage du génome ou de 

l’annotation fonctionnelle des gènes du signal FAIRE. Une telle approche quantifiant l’accessibilité de la 

chromatine peut donc être appliquée au génome de nombreux organismes non-modèles. 

Le chimérisme des scaffolds aurait pu constituer un obstacle à l’analyse des données FAIRE-seq et 

RNA-seq, puisqu’il aurait été impossible de prédire avec précision quelles régions génomiques et quels 

gènes sont assignés au chromosome X ou aux autosomes. L’utilisation des données d’assignation 

[Jaquiéry et al., 2017] nous a permis de contourner ce problème et de mener à bien les analyses 

comparatives de l’accessibilité de la chromatine entre chromosome X et autosomes malgré la 

fragmentation et le chimérisme de l’assemblage du génome d’A. pisum. Par contre, il nous est 

impossible pour le moment de repérer le chimérisme (s’il y en a) entre autosomes. 

 

Figure 33 | Comparaison du signal FAIRE moyen le long des gènes assignés au chromosome X et aux 

autosomes entre l’annotation AphidBase et NCBI des gènes du génome d’A. pisum chez les individus 

mâles (bleu) et femelle (rouge). 
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En revanche, il nous a été impossible de vérifier la proximité physique des gènes potentiellement 

compensés chez les mâles sur le chromosome X. En effet, ces gènes exprimés au même niveau entre 

mâles et femelles (alors que les mâles ne possèdent qu’un X) pourraient éventuellement appartenir à 

un même territoire chromatinien, et donc être regroupés par clusters ensuite rapprochés les uns des 

autres à l’aide des repliements tridimensionnels de la chromatine dans le noyau. Nous avons 

cependant tenté de le vérifier par le calcul, pour chaque scaffold du génome d’A. pisum, de la 

proportion des gènes non-exprimés, sexe-biaisés et non-biaisés (potentiellement compensés) 

assignés au chromosome X (Figure 34). Les gènes non-différentiels (non-biaisés) sont présents de 

manière unique sur des scaffolds plus fréquemment que ne le sont les gènes différentiels (biaisés), 

témoignant d’un potentiel regroupement des gènes non-biaisés. Avec l’assemblage actuel du génome 

du puceron du pois, il est difficile d’aller plus loin dans ces analyses. 

Des techniques comme le Hi-C permettraient d’avancer dans l’interprétation de ces données en 

générant des matrices de contact et donc la définition des TADs du chromosome X chez des individus 

mâles et femelles. Il serait alors possible de vérifier si d’une part les gènes potentiellement compensés 

(non-biaisés) appartiennent à un même domaine chromosomique tridimensionnel permettant la co-

régulation de leur expression par le mécanisme de compensation de dose. D’autre part, la 

comparaison de la définition des TADs du chromosome X entre mâles et femelles permettrait 

d’identifier d’éventuelles réorganisations de la structure de la chromatine entre sexe, qui pourrait 

supporter la compensation de dose. 

 

Figure 34 | Proportion de gènes assignés au chromosome X avec des profils transcriptomiques non-

exprimés (gris foncé), non sexe-biaisés (turquoise) et sexe-biaisés (magenta) au travers de l’ensemble 

des 890 scaffolds présentant des gènes assignés au chromosome X au sein du génome d’A. pisum. Les 

scaffolds sont classés en fonction du nombre de gènes exprimés (turquoise + magenta). 
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b. Polyphénisme de reproduction : appel de pics et régulations longue distance 

L’un des points essentiels permettant l’identification d’éléments régulateurs à partir de données 

FAIRE-seq est d’avoir une annotation précise de la position des différents éléments génomiques : sites 

d’initiation et de terminaison de la transcription, regions promotrices putatives, sites connus de 

fixation de facteurs de régulation de la transcription, afin d’interpréter correctement le rôle putatif de 

ces éléments régulateurs. Cependant, aucune donnée permettant la définition des éléments 

génomiques sus-cités ne sont disponibles chez le puceron pois. Des banques RNA-seq pleine longueur 

ou de Global Run-On sequencing (GRO-seq, une méthode de suivi des transcrits naissant) 

permettraient la définition précise des TSS, desquels sont dérivées les prédictions de régions 

promotrices. Afin d’analyser les données FAIRE-seq nous avons fait le choix de définir des zones 

potentielles dans lesquels les TSS peuvent être localisés à partir du signal FAIRE. En identifiant le locus 

comportant le signal FAIRE maximum en 5’UTR du début de la séquence codante des gènes, puis en 

comparant les coordonnées de ces locus entre l’ensemble des gènes analysés, nous avons défini que 

les TSS des gènes d’A. pisum peuvent se trouver dans une zone de 900 nucléotides centrée autour du 

premier nucléotide des régions 5’UTR putatifs définis par RNA-seq au sein de l’annotation NCBI (Figure 

35). 

 

Figure 35 | Définition des TSS et promoteurs par étude du signal FAIRE au sein du génome des 

embryons de stade 17. Les gènes sont classés du plus exprimé (gauche) au moins exprimé (droite). La 

zone TSS est définie comme 450 nucléotides en amont et en aval des 5’UTR définis par RNA-seq au 

niveau de l’ensemble des gènes exprimés dans les embryons sur la base de l’annotation NCBI. Les 

promoteurs ont été définis comme 2 450 nucléotides en amont des zones TSS. 

 

De plus, l’absence d’annotation de sites de fixation de facteurs de transcription (TFBS) dans le génome 

d’A. pisum constitue un frein à la paramétrisation fine des algorithmes d’appel de pics sur des 

données FAIRE-seq, et donc à la recherche de TFBS sous ces pics. En effet, l’identification par ChIP-seq 

de sites de fixation d’un ou plusieurs facteurs de transcription connus permettrait de constituer un lot 

de loci d’intérêt constituant un contrôle qualité robuste des paramètres utilisés pour l’identification 

des pics FAIRE. Le but est de paramétrer l’appel de pics afin de récupérer si possible l’ensemble de ces 

sites de fixations de ces facteurs de transcription au sein des pics FAIRE. Afin de palier à ce manque, 
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nous avons cherché à définir des pics les plus fins possible à l’aide de MACS2, comme décrit 

précédemment, afin d’enrichir avec plus de précision les motifs d’éléments régulateurs putatifs. 

La fragmentation et le chimérisme de l’assemblage du génome d’A. pisum posent le problème de la 

difficulté d’analyser les régulations de la transcription à longue distance par des éléments régulateurs 

putatifs en cis ou trans des gènes qu’ils régulent, situés au niveau de pics FAIRE distaux intergéniques. 

Ainsi, il est impossible d’attribuer les pics FAIRE purement intergéniques à un gène distant de plus de 

10 000 nucléotides, sans crainte de faux positifs. En effet, puisqu’il y a du chimérisme entre 

chromosome X et autosomes au niveau de l’ensemble des scaffolds du génome, il est fort probable 

que du chimérisme entre les trois autosomes ait aussi eu lieu lors de l’assemblage du génome. Ainsi, 

l’assignation d’un pic FAIRE donné à un gène distant de 20 000 nucléotides ou plus peut conduire à 

l’assignation d’un pic situé sur des autosomes différents. Malheureusement, sans un meilleur 

assemblage du génome ou des données supplémentaires, il est actuellement impossible de 

contourner ce problème, sauf en s’intéressant uniquement aux assignations courtes distance. 

Cependant le FAIRE étant particulièrement adapté à l’identification de régions ouvertes distales des 

promoteurs [Kumar et al., 2013], il est probable qu’une partie de l’information soit perdue. 

Sans un génome aussi fragmenté, il aurait été possible d’étudier ces pics FAIRE intergéniques éloignés 

des promoteurs en constituant des Clusters of Regulatory Elements (COREs) [Gaulton et al., 2010]. Ces 

éléments génomiques correspondent à de larges portions du génome enrichies en pics FAIRE détectés 

de faç on spécifique au sein d’une condition analysée. Afin de constituer ces COREs, des distances sont 

calculées entre chaque pic FAIRE spécifique d’une condition au niveau de chaque chromosome. 

Lorsque la distance entre deux pics FAIRE spécifiques successifs est trop importante, un CORE est créé 

avec l’ensemble des pics FAIRE successifs précédent. Par comparaison des COREs définis pour chaque 

condition, des COREs spécifiques aux conditions étudiés sont générés. Ceux-ci peuvent atteindre 

quelques centaines de milliers de nucléotides, et englobent donc potentiellement des centaines de 

gènes (Figure 36). Il est ensuite possible de calculer des enrichissements d’ontologie des gènes (GO 

Terms) par CORE spécifique d’une condition, et ainsi analyser de manière intégrée les fonctions des 

gènes potentiellement régulés en cluster par des éléments régulateurs distaux se situant au niveau 

des pics FAIRE intergéniques. Ici, à cause des limitations de l’assemblage du génome du puceron du 

pois, il n’est pas possible de constituer des COREs sans grouper des pics FAIRE potentiellement situés 

sur différents chromosomes. 
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Figure 36 | Exemple de COREs constitués sur la base de données FAIRE-seq issues de cellules 

pancréatiques humaines. A) Représentation du groupement d’un lot de pics FAIREs spécifiques des 

cellules pancréatiques sous forme d’un CORE spécifique de ces cellules. B) Caractéristiques des COREs 

spécifiques des cellules pancréatiques et de COREs constitués aléatoirement, exprimés en terme de 

longueur des COREs et nombre de pics FAIRE spécifiques des cellules pancréatiques. D’après [Gaulton 

et al., 2010]. 

 

En conservant l’assemblage fragmenté du génome du puceron, il serait tout de même possible 

d’assigner les éléments régulateurs se trouvant sous les pics FAIRE à l’ensemble des gènes qu’ils 

régulent grâce à des expériences de Hi-C. Cette méthode nous permettrait de vérifier quels gènes sont 

à proximité des pics FAIRE spécifiques d’une condition, ou encore de vérifier que des gènes régulés et 

des pics FAIRE spécifiques se trouvent au sein de mêmes domaines topologiques. Il serait ainsi plus 

aisé d’accorder de l’importance à un motif régulateur putatif localisé sous un pic FAIRE, et aux facteurs 

de transcription pouvant s’y fixer. En outre, la technique Hi-C permettrait d’améliorer l’assemblage du 

génome du puceron [Flot et al., 2015] en étant couplé avec d’autres méthodes comme le séquenç age 

d’ADN avec les lectures de plusieurs milliers de nucléotide par la technique PAC-BIO [Lapp et al., 2017]. 

De plus, compte tenu de l’utilité de cette méthode pour l’étude des TADs en lien avec les territoires 

chromatiniens du chromosome X des mâles, le Hi-C constitue une perspective de choix pour les 

études génomiques chez le puceron du pois. 

c. Polyphénisme de reproduction : une annotation incomplète du génome 

Afin de permettre des annotations fonctionnelles du génome du puceron du pois, il est nécessaire de 

se référer à des génomes modèles bien annotés comme celui de D. melanogaster. Plusieurs 

approches comme la recherche de domaines conservés et les ontologies sont utilisées pour comparer 

in silico les génomes d’A. pisum avec celui d’autres organismes. Il est néanmoins difficile d’interpréter 

certains résultats expérimentaux (listes de gènes différentiellement exprimés par exemple) sur la base 

de la fonction des gènes si celle-ci n’a pas été caractérisée expérimentalement. Comme c’est le cas 

chez de nombreux organismes non-modèle – et le puceron ne fait pas exception – la transgénèse 

stable n’est pas disponible. Un protocole de mutagénèse aléatoire à l’EMS a été décrit [Tagu et al., 

2014b] mais il reste inadapté au criblage de phénotypes aussi complexes que le mode de 

reproduction. Plusieurs études rapportent également l’utilisation du RNAi afin de diminuer le niveau 
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d’accumulation d’un transcrit donné [Mutti et al., 2006 ; Jaubert-Possamai et al., 2007 ; Sapountzis et 

al., 2014], mais les résultats sont très dépendants du gène étudié, des techniques utilisées ou encore 

du tissu ciblé, et les phénotypes observés sont souvent très généraux (mortalité accrue, perte de 

fécondité). 

Cependant, D. melanogaster et A. pisum sont deux insectes qui comportent un certain nombre de 

gènes très bien conservés, environ 4500 d’après nos analyses par BLASTp (non publiées). Afin de 

réaliser des analyses GO grâce aux nombreux outils disponibles en ligne tels que GOrilla [Eden et al., 

2009] ou gprofiler [Reimand et al., 2007, 2016], nous avons pris le parti d’utiliser les gènes homologues 

de D. melanogaster chez A. pisum, en ne conservant que les homologues avec une E-value inférieure à 

10 et une p-value inférieure à 1e-20. De cette faç on, nous avons pu réaliser des analyses GO donnant 

des résultats satisfaisants à la fois dans le cadre de la compensation de dose et dans le cadre du 

polyphénisme de reproduction à l’aide de GOrilla et de gprofiler, ce dernier présentant l’avantage de 

pouvoir comparer plusieurs listes de gènes de grande taille et de n’en extraire que les GO Terms 

différentiellement enrichis. A titre d’exemple, dans le cadre du premier article, concernant les gènes 

mâle-biaisés localisés sur le chromosome X, nous avons retrouvé un enrichissement de GO Terms en 

relation avec la motilité et la production de spermatozoïdes, tandis que dans le cadre du 

polyphénisme de reproduction, nous avons notamment identifié un enrichissement de fonctions 

associées au métabolisme des lipides dans des embryons sexués présentant probablement déjà des 

œ ufs non-fertilisés en cours de formation, et pour lesquels une accumulation de vitellogénine – 

composée en grande partie de lipides – est indispensable, confirmant la robustesse de ces approches. 

Concernant le manque d’annotation des sites de facteur de transcription (FT) dans le génome d’A. 

pisum, et afin d’analyser la fixation des FT au niveau des motifs d’ADN enrichis sous les pics FAIRE 

identifiés, nous avons utilisé les informations obtenues sur les facteurs de transcriptions de D. 

melanogaster. Là encore, des BLAST ont été effectués afin de ne conserver que les facteurs de 

transcription conservés entre le génome du puceron du pois de D. melanogaster. Ceci est possible 

grâce à la conservation au travers de l’évolution des motifs d’ADN reconnus par les facteurs de 

transcription [Nitta et al., 2015]. Grâce à l’enrichissement de motifs ADN au sein des pics FAIRE 

spécifiques de chaque type d’embryons dans le cadre de la compensation de dose, à l’aide de 

l’algorithme MEME [Machanick et Bailey, 2011], nous avons identifié des sites de fixations putatifs de 

FT de la drosophile, et dont les domaines catalytique et de reconnaissance à l’ADN sont conservés. Des 

analyses complémentaires visant à faire le lien entre ces TFBS et les gènes qu’ils régulent doivent être 

réalisées. 
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C. Cycle de vie des pucerons : polyphénisme et 

compensation de dose 

Maintenant que nous avons discuté des problèmes techniques rencontrés au cours de ma thèse et 

des solutions mises en place ayant permis de les résoudre, nous allons discuter les résultats obtenus 

ainsi que leurs implications vis-à-vis de la compréhension des mécanismes à la base du cycle de vie 

des pucerons et de leur reproduction. 

1. Un mécanisme de compensation de dose permettrait d’équilibrer 

la transcription du chromosome X vis-à-vis des autosomes chez 

les pucerons mâles 

Au niveau transcriptomique, nous avons identifié chez les mâles une expression équivalente entre X et 

autosomes après filtration des gènes les moins exprimés. Ceci est dû  à la forte concentration en gènes 

non-exprimés à l’échelle de l’individu entier au niveau du chromosome X. Chez les femelles, nous 

avons relevé des niveaux d’expression globaux très faibles sur le chromosome X, correspondant sans 

doute à la masculinisation de ce dernier chez A. pisum [Jaquiéry et al., 2013]. En effet, parmi les 

nombreux gènes mâle-biaisés identifiés, la majorité d’entre eux sont mâle-spécifiques (environ 700 

sur 931). Ainsi, seule une très faible proportion de gènes sont exprimés sur le chromosome X des 

femelles, d’où un ratio X/A inférieur à 0.5 chez ces dernières. 

Au niveau de la chromatine, nous avons identifié une accessibilité accrue de celle-ci au niveau du TSS 

des gènes portés par le seul X des mâles, comparativement aux deux X des femelles. Cependant nous 

avons identifié une ouverture similaire au niveau des autosomes entre mâles et femelles, posant la 

question d’une accessibilité accrue chez les mâles ou diminuée chez les femelles de la chromatine du 

chromosome X. D’après le profil d’accessibilité des gènes mâles non-biaisés, le seul chromosome X 

des mâles présente une accessibilité accrue de la chromatine par rapport aux autosomes, ainsi qu’en 

comparaison avec les autosomes et le chromosome X des femelles. Ceci suggère que seule une partie 

de la chromatine du chromosome X, probablement un territoire chromatinien spécifique, 

comporterait une décompaction très importante chez les mâles au niveau de gènes compensés. Ces 

derniers pourraient être regroupés sous forme de clusters, comme suggéré par la figure 34, ou dans 

des TADs, pour lesquels il faudrait réaliser des expériences de capture de la conformation 

tridimensionnelle de la chromatine. Cependant, ces seules données de chromatine ouverte ne nous 

renseignent pas sur le mécanisme épigénétique à l’origine de cette décompaction de la chromatine du 

chromosome X des mâles dans le cadre de la compensation de dose chez le puceron du pois. 

Cette accessibilité accrue pourrait sans doute être associée à l’enrichissement d’une ou de plusieurs 

marques histones actives sur l’unique chromosome X des mâles, l’hypothèse des marques répressives 

sur les X des femelles étant à priori rejetée grâce aux résultats de FAIRE-seq décrits ci-avant. Ainsi, ces 

modifications post-traductionnelles des histones pourraient être globalement plus enrichies chez le 

mâles que chez la femelle, ou bien enrichies de manière spécifique sur le X des mâles, comme c’est le 
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cas de la marques H4K16ac chez la Drosophile [Gelbart et al., 2009]. Des expériences de ChIP-seq 

permettraient la caractérisation de ces marques sur le X des mâles et des femelles.  

A l’instar de la Drosophile, il est effet possible qu’un complexe protéique assemblé de manière 

spécifique sur le chromosome X des pucerons mâles permette un enrichissement de cette ou de ces 

marques histones actives à l’origine de l’augmentation de l’accessibilité de la chromatine du seul X des 

mâles, dans le but d’augmenter sa transcription et de l’équilibrer avec celle des autosomes. Il est 

possible que le complexe MSL de D. melanogaster soit conservé chez A. pisum. Une mutagénèse 

ciblée par CRISPR-CAS9 d’un des gènes codant les protéines le constituant (MSL1, MSL2, MSL3, MOF et 

MLE), puis l’analyse du sex-ratio de la descendance de femelles sexupares mutées permettrait de 

caractériser l’importance d’une de ces protéines dans un mécanisme indispensable à la survie des 

mâles, mais pas à celle des femelles. En outre, l’assemblage spécifique du complexe MSL putatif des 

pucerons pourrait être permis par 1 ou plusieurs des 4 lncARN exprimés spécifiquement sur le X des 

mâles, de la même manière que les lncARN roX1 et roX2 permettent l’assemblage du complexe MSL 

chez la Drosophile.  

D’un point de vue évolutif, il serait intéressant de vérifier que d’autres espèces de pucerons 

présentent un profil transcriptomique et chromatinien similaire à celui d’A. pisum afin de généraliser 

les résultats obtenus chez cet organisme, avec par exemple la réalisation de RNA-seq et de FAIRE-seq 

chez Myzus persicae et Diuraphis noxia, deux pucerons présentant une hétérogamétie mâle et un 

génome assemblé et annoté. Une comparaison avec Daktulosphaira vitifoliae, un insecte dont le 

génome est séquencé et assemblé, pourrait également être intéressant, puisque celui-ci est beaucoup 

plus basal et permettrait donc de vérifier la conservation d’un tel mécanisme de compensation de 

dose sur des temps évolutifs plus importants. 

Enfin, il faudrait tester de manière fine et précise la compensation de dose chez A. pisum. En effet, les 

données de RNA-seq publiées dans le premier article présenté dans cette thèse sont issues d’individus 

entiers mâles et femelles. Ceci peut constituer un biais dans l’analyse de la compensation de dose 

puisque les ARNm sont extraits à partir d’un mélange de tissus somatiques et germinaux, alors que la 

compensation de dose n’est parfois pas présente au niveau des cellules germinales, comme c’est le 

cas chez les mammifères [Deng et al., 2011]. Pour ce faire, une analyse complète de données RNA-seq 

issues de tissus somatiques (têtes et pattes des trois morphes sexuels par exemple), et de tissus 

principalement germinaux tels que les testicules et le pénis, les germaria et ovocytes précoces 

(haploïdes ou diploïdes selon le sexe) de femelles asexuées et sexuées pourraient être menées. Ces 

analyses se baseraient tout d’abord sur une identification des gènes tissus-spécifiques par analyse 

différentielle d’expression. Après élimination de l’ensemble de ces gènes tissus-spécifiques dans les 

données d’expression de chaque tissus, il serait alors possible de tester la compensation de dose, 

dans chaque tissu, par classement des gènes selon leur expression puis par séparation de ces gènes 

en groupes de nombres égaux (méthode du «  bining »), puis par calcul des ratio X/A dans chacun de 

ces groupes, pour chaque tissus, tel que décrit par Deng et al. 2011 (Figure 37). 
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Figure 37 | Exemple de détermination des ratios X/A au sein d’une grande diversité de tissus d’un 

organisme (ici l’Homme). La médiane des ratios X/A est ici calculée pour plusieurs tissus selon 16 bins, 

correspondant à 16 catégories d’expression, par exemple séparés de 0.2 FPKM (bin 1 ≤ 0.2 FPKM, 0.2< 

bin 2≤ 0.4 FPKM, 0.4< bin 3≤ 0.6 FPKM, etc). D’après Deng et al. 2011. 

 

2. Le polyphénisme de reproduction des pucerons est 

potentiellement associé à différentes voies de signalisation 

neuro-endocrine 

Au cours du polyphénisme de reproduction des pucerons, en réponse à la diminution de la 

photopériode, sont générées des femelles sexupares capables de produire des femelles sexuées, de 

mâles et de femelles asexuées. La production de ces morphes par un même individu à partir de 

cellules germinales initialement identiques suggère une reprogrammation de la transcription de 

nombreux gènes au niveau des cellules des germaria, suite à la transduction du signal 

photopériodique par des voies neuro-endocrine. Parmi les gènes différentiellement exprimés entre 

embryons à reproduction sexuée et embryons à reproduction asexuée (de faç on antérieure à cette 

thèse) nous pouvons citer Ubiquitin Like With PHD And Ring Finger Domains 1 (uhrf1) et Suppressor 

Of Variegation 4-20 Homolog 1 (suv(4)-20H1) [Gallot et al., 2012], deux gènes codant des protéines 

impliquées dans des modifications de la structure de la chromatine. Les programmes génétiques à 

l’origine de l’initiation du polyphénisme de reproduction impliquent donc des réorganisations 

chromatiniennes que nous avons cherché à caractériser entre embryons sexués et asexués. 

Afin d’étudier ces processus, nous avons utilisé un protocole permettant la production d’embryons à 

développement sexué ou asexué sous les mêmes conditions de photopériode à l’aide d’un traitement 
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hormonal par un analogue de l’hormone juvénile sur des femelles sexupares placées en photopériode 

courte. Ce protocole vise à rétablir un niveau d’hormone juvénile équivalent à celui mesuré chez des 

femelles parthénogénétiques placées en jours longs qui produisent des embryons à reproduction 

asexuée [Ishikawa et al., 2012], suggérant donc une voie de différenciation des embryons vers une 

reproduction asexuée maintenue par des niveaux élevés d’hormone juvénile. Nous avons cherché à 

caractériser les modifications de l’accessibilité de la chromatine au sein de ces embryons par FAIRE-

seq, et l’impact de ces modifications de l’ouverture de la chromatine sur la transcription de gènes, en 

caractérisant leurs fonctions, et en tentant d’analyser les éléments régulateurs putatifs pouvant se 

fixer au niveau de régions chromatiniennes différentiellement accessibles entre embryons sexués et 

asexués. 

En analysant globalement par la GO la fonction de gènes au sein desquels se trouvent des régions 

chromatiniennes spécifiquement accessibles en fonction du type d’embryon, nous avons identifié chez 

les embryons sexués de stade 18 un enrichissement de gènes associés au métabolisme des lipides. 

L’expression de ces gènes étant potentiellement régulée par des éléments situés au niveau des pics 

FAIRE identifiés, nous avons corrélé l’ouverture spécifique de ces régions génomiques avec le niveau 

d’expression de gènes en fonction du mode de reproduction et du stade de développement des 

embryons. Au stade 18, nous n’avons identifié qu’un seul gène différentiel entre embryons sexués et 

asexués : un homologue de la protéine codée par le gène slimfast de la Drosophile qui est sous-

exprimé chez les embryons sexués, tandis qu’au stade 20, le second gène le plus sous-exprimé chez 

les embryons asexués par rapport aux embryons sexués est un homologue de brummer. Ces deux 

gènes sont impliqués dans le métabolisme des lipides et chez la Drosophile, une sous-expression de 

slimfast conduit à l’agrégation de vésicules de stockage de lipides, tandis qu’une surexpression de 

brummer conduit à une remobilisation des lipides stockés dans le corps adipeux. Si la fonction de ces 

gènes est conservée chez A. pisum, il est probable que ces gènes soient impliqués dans la synthèse et 

éventuellement le stockage de lipides au sein des œ ufs non fertilisés en cours de formation au sein 

des embryons sexués. En outre, l’étude des facteurs de transcription pouvant potentiellement se fixer 

au niveau des pics FAIRE spécifiques des embryons sexués a révélé un enrichissement de motifs 

reconnus putativement par un homologue protéique de HNF4, un facteur de transcription impliqué 

dans la régulation de gènes impliqués dans la mobilisation des lipides et la bêta-oxydation des acides 

gras pendant le développement larvaire. Il serait cependant intéressant de vérifier dans les 

promoteurs de quels gènes ce facteur de transcription pourrait se fixer afin d’en réguler l’expression. 

Nos analyses suggèrent donc l’implication potentielle de réorganisations de la structure de la 

chromatine dans la régulation de la transcription de gènes, et dans la fixation de facteurs de 

transcription qui auraient pour effet de modifier le métabolisme des lipides chez les embryons sexués, 

comparativement aux embryons asexués. Ceci suggère une possible modification du stockage ou tout 

du moins de la remobilisation des lipides au niveau des lignées germinales, dans le cadre de la mise 

en place du phénotype sexué. 

En outre, nous avons développé plusieurs hypothèses conduisant à la conclusion que la reproduction 

asexuée semble être la trajectoire développementale par défaut pour les embryons de femelles 
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sexupares. Il s’avère que la transition entre les embryons dont la destinée reproductive n’est pas 

encore définie (stade 17/T0) et les embryons à destinée reproductive asexuée (stade 18/T1Asx) 

implique moins de reconfigurations de l’accessibilité de la chromatine que la transition vers des 

embryons à destinée reproductive sexuée (stade 18/T1Sex). Ces résultats ont été obtenus alors que 

les femelles sexupares sont placées en jours courts, et produisent donc naturellement des embryons 

à destinée reproductive sexuée, tandis que les embryons à destinée asexuée sont obtenus par 

perturbation de l’équilibre hormonal des femelles par dépôt de quantité importante d’un analogue 

d’hormone juvénile sur leur abdomen. Ainsi, malgré un potentiel «  priming » des embryons vers une 

reproduction sexuée en réponse à la diminution graduelle de la photopériode, la transition vers cette 

reproduction nécessite plus de modifications de la structure de la chromatine, ou tout du moins une 

moins grande conservation de la structure de la chromatine ouverte, que pour la transition vers une 

reproduction asexuée. Ceci suggère que la transition vers l’asexualité serait le programme par défaut 

pour un embryon de stade 17. Cette hypothèse est renforcée par l’absence de détection de motifs 

reconnus par des facteurs de transcriptions inductibles par l’hormone juvénile au niveau de la 

chromatine des embryons asexués. Ces résultats suggèrent l’absence d’une voie spécifique de 

différenciation vers des embryons asexués déclenchée de manière directe par l’hormone juvénile. 

Concernant la transition vers un mode de reproduction sexué, les embryons encore flexibles au stade 

17 doivent opérer des changements importants dans l’organisation de leur chromatine et ceci est 

supporté par la surexpression chez les embryons sexués de stade 19 d’un homologue de l’E3 

ubiquitine ligase RNF8, impliquée chez les mammifères dans des décompactions de la chromatine. De 

manière surprenante, les motifs d’ADN enrichis au niveau des pics de chromatine ouverte identifiés 

chez les embryons sexués pourraient correspondre à des sites de fixations de facteurs de 

transcription inductibles par l’ecdysone. Parmi ces FT, nous avons identifié des homologues de BLIMP-

1, EIP75B et EIP78C. Blimp est impliqué chez la Drosophile dans le timing de la pupation en régulant la 

synthèse de 20-hydroxyecdysone (20-E) à partir d’ecdysone au sein du corps adipeux via la régulation 

transcriptionnelle de βftz-f1, régulant lui-même l’expression de shade [Akagi et al., 2016]. EIP78C et 

EIP75B sont quant à eux impliqués dans l’ovogénèse, avec EIP78C qui favorise la survie des follicules 

en développement par son activité au niveau des cellules germinales, et EIP75B qui joue un rôle dans 

le choix du développement ou de la dégénérescence des chambres à œ ufs par l’induction ou la 

suppression de l’apoptose au sein des larves de stades 8 et 9, chez la Drosophile [Terashima et 

Bownes, 2006 ; Ables et al., 2015]. Ainsi ces 3 facteurs de transcription permettraient de réguler la 

synthèse de l’ecdysone, et de permettre la mise en place de l’ovogénèse au sein des embryons sexués. 

Une voie de réponse à l’ecdysone serait donc responsable de l’initiation de la reproduction sexuée 

chez des embryons de femelles placées en jours courts. Si aucune étude n’atteste du rôle du 

l’ecdysone dans la régulation du mode de reproduction, l’ecdysone a été montrée comme impliquée 

dans la détermination du polyphénisme de dispersion des pucerons, avec une diminution de la 

proportion d’individus ailés dans la descendance de femelles traités avec de l’ecdysone ou un 

analogue, et à l’inverse une production accrue d’individus ailés chez des femelles traitées avec des 

inhibiteurs de la voie de l’ecdysone [Vellichirammal et al., 2017]. Hormones juvéniles et ecdysones 
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sont connues pour intervenir ensemble sur de nombreux processus physiologiques – comme la mue. 

Notre étude permet d’ajouter l’ecdysone comme éventuel régulateur du polyphénisme du mode de 

reproduction, en plus des hormones juvéniles.  

Chez les insectes il est connu que les voies de signalisation de l’hormone juvénile et de l’ecdysone sont 

antagonistes pour de nombreux processus et c’est souvent la résultante de cet antagonisme qui 

permet le bon développement ou le bon fonctionnement de ce processus. Par exemple, au niveau des 

intestins d’Aedes aegypti, d’Heliothis virescens et de Tribolium castaneum, l’expression des gènes EcR, 

usp, E74, E75, HR3, broad, E93, dronc et drice est induite par le 20-hydroxyecdysone en l’absence 

d’hormone juvénile, et permet le développement des intestins par une prolifération cellulaire. Ce 

processus est bloqué en présence d’hormone juvénile, montrant ainsi la capacité de l’hormone 

juvénile à inhiber les voies de signalisation de l’ecdysone [Wu et al., 2006 ; Parthasarathy et al., 2008 ; 

Parthasarathy et Palli, 2008 ; Jindra et al., 2013]. Il est donc possible de proposer l’hypothèse selon 

laquelle, chez le puceron du pois et concernant le polyphénisme de reproduction, l’hormone juvénile 

n’agisse en jours longs que comme un inhibiteur de la voie de signalisation de l’ecdysone conduisant à 

une reproduction sexuée des embryons en l’absence d’hormone juvénile en jours courts (Figure 38). 

En plus d’être supportée au niveau des embryons, cette hypothèse est également validée par l’analyse 

préliminaire de transcriptomes de têtes de femelles parthénogénétiques au 4

ème

 stade larvaire placées 

en jours courts (sexupares) ou en jours longs, où les homologues des facteurs de transcription en 

relation avec l’ecdysone, BLIMP-1 et EIP75B, sont surexprimés au niveau des têtes de femelles placées 

en jours courts (Tableau V), qui sont donc destinées à produire une descendance à reproduction 

sexuée. 

Les résultats que nous avons générés suggèrent donc qu’en photopériode longue, l’hormone juvénile 

est synthétisée en quantité suffisante pour inhiber la voie de signalisation de l’ecdysone, conduisant 

ainsi à la production d’embryons asexués présentant des ovocytes diploïdes, sans intervention d’une 

voie de signalisation particulière en direction des embryons, faisant de la reproduction asexuée une 

trajectoire développementale par défaut. En photopériode courte, la synthèse d’hormone juvénile 

diminue, levant l’inhibition de la voie de signalisation de l’ecdysone, permettant une augmentation de 

la transcription de blimp-1 et d’EIP75B au niveau de la tête des femelles et des embryons et/ou de leur 

lignée germinale, conduisant à la production d’embryons sexués présentant des ovocytes haploïdes. 

Afin de vérifier cette hypothèse, il faudrait réaliser une titration de l’ecdysone au niveau de femelles 

placées en jours courts et en jours longs, ainsi que leur traitement avec de l’ecdysone (ou un analogue) 

ou avec des inhibiteurs de l’ecdysone, puis étudier l’impact de ces traitement hormonaux sur le 

phénotype de la descendance. 
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Tableau V | LOC100161053 et LOC100159482, des homologues respectifs de EIP78C et de Blimp-1 de 

D. melanogaster, sont différentiellement exprimés entre des têtes de femelles au 4

ème

 stade larvaire 

placées en jours long (LD) ou en jours courts (SD). Un protocole d’analyse d’expression différentielle 

similaire à celui décrit par [Law et al., 2016] a été réalisé. 

Aphid gene Drosophila L4-LD L4-SD FC p-value 

LOC100161053 Eip78C 48,70 129,64 1,42 5,04E-04 

LOC100159482 Blimp-1 30,14 183,39 2,60 4,97E-04 
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Figure 38 | Modèle proposé concernant l’induction de la production de morphes sexués ou asexués 

au sein d’une femelle dans le cadre du polyphénisme de reproduction des pucerons par l’hormone 

juvénile (JH) et l’ecdysone. Cette hypothèse se base sur des données transcriptomiques de têtes de 

femelles au stade L4 placées en jours courts (photopériode courte) ou en jours longs (photopériode 

longue), ainsi que sur les données de transcriptomiques et de chromatine ouverte acquises sur des 

embryons sexués ou asexués dont l’analyse est développée dans cette thèse. En présence de niveaux 

élevés d’hormone juvénile (JH), en jours longs en condition naturelle, ou en jours courts avec une 

application ectopique de kinoprène, la JH inhiberait la voie de signalisation de l’ecdysone, et les 

embryons produiraient alors une lignée germinale diploïde conduisant à une reproduction asexuée. 

Ce programme est considéré par défaut, puisqu’aucune voie de signalisation à la JH ne semble 

impliquée aux niveaux transcriptionnel et chromatinien dans les embryons. Lorsque le niveau 

d’hormone juvénile est bas, comme c’est le cas en jours courts en conditions naturelles, l’inhibition de 

la voie de signalisation de l’ecdysone serait levée, et l’expression de blimp-1 et EIP78C augmenterait au 

niveau de la tête des femelles parthénogénétiques sexupares, et des sites de fixation de ces facteurs 

de transcription, ainsi que d’EIP75C, seraient alors accessibles dans la chromatine des embryons. Ce 

processus conduirait à la mise en place du phénotype reproductif sexué, basé sur une différenciation 

des lignées germinales embryonnaires en ovocytes haploïdes. 
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VIII. Perspectives et conclusion 

 

Ma thèse visait à comprendre l’implication des réorganisations de la chromatine et leur impact sur la 

transcription du génome du puceron du pois dans le cadre de son cycle de vie, et plus 

particulièrement de son polyphénisme de reproduction et de sa compensation de dose. Ainsi j’ai 

identifié un mécanisme putatif de compensation de dose spécifique aux individus mâles et basé sur 

une augmentation de l’accessibilité de la chromatine de leur unique chromosome X. De plus, j’ai été 

amené à développer des pistes concernant d’une part l’implication putative de l’ecdysone dans la mise 

en place du phénotype reproductif sexué dans le cadre du polyphénisme de reproduction à l’aide de 

facteurs de transcription inductibles par l’ecdysone dont l’expression est différentielle au niveau des 

têtes de femelles, et dont des sites d’ouverture de la chromatine sont spécifiques des embryons 

sexués. D’autre part il s’avère que ces embryons sexués présentent dès leur détermination sexuelle 

une modification des programmes génétiques associés aux lipides qui serait régulée via des 

réorganisations fines de la chromatine. Enfin, de par l’absence d’une voie de signalisation de 

l’hormone juvénile chez les embryons asexués, j’ai suggéré un rôle d’inhibition de la voie de l’ecdysone 

par l’hormone juvénile plus que l’induction directe d’un programme génétique par la JH permettant la 

reproduction asexuée des embryons. La plupart des analyses menées durant ma thèse se sont 

heurtées aux limites du génome du puceron du pois qui seront sans doute levées prochainement par 

l’utilisation de méthodes telles que le PacBIO et le Hi-C qui permettront un nouvel assemblage du 

génome. Le Hi-C permettra aussi d’étudier la structure tridimensionnelle de la chromatine du 

chromosome X des mâles et des femelles dans le cadre de la compensation de dose, afin d’identifier 

d’éventuels TADs différentiels, ou bien un regroupement des gènes compensés du chromosome X qui 

seraient alors régulés en cluster par un mécanisme épigénétique augmentant l’accessibilité de ces 

gènes et leur transcription. La définition précise du mécanisme permettant cette décompaction de la 

chromatine du X des mâles pourra être réalisée par l’étude de marques histones actives et répressives 

au niveau de ce chromosome par ChIP-seq. Concernant le polyphénisme de reproduction, le Hi-C 

permettrait d’analyser les pics intergéniques distaux des gènes, et donc d’obtenir une vision plus 

exhaustive des régulations transcriptionnelles ayant lieu au niveau de la chromatine des embryons 

sexués et asexués. Enfin, le développement de méthodes de mutagénèse ciblées telles que le CRISPR 

(récemment développé dans l’équipe), permettra de réaliser des études de génétique fonctionnelle 

chez les pucerons, amorç ant l’annotation fonctionnelle du génome de ces hémiptères, et permettant 

la mutation ciblée de gènes d’intérêt dans le cadre de la compensation de dose tels que les 

homologues de MSL, et dans le polyphénisme de reproduction comme par exemple les homologues 

de blimp-1 ou EIP78C. Les données de chromatine ouverte et d’expression générées au cours de ma 

thèse continueront donc de prendre leur sens au cours des prochaines années grâce au 

développement de nouvelles méthodes, permettant une vision plus intégrative des régulations 

transcriptionnelles impliquées aux différents niveaux du cycle de vie des pucerons. 
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Les pucerons sont des hémiptères ravageurs des cultures agronomiques particulièrement adaptés à leur 
environnement. Acyrthosiphon pisum (le puceron du pois) présente un cycle de vie basé sur l’alternance d’une 
reproduction sexuée ou asexuée en réponse à la photopériode. Ils présentent ainsi un polyphénisme de 
reproduction aboutissant à la formation de trois phénotypes distincts : femelles asexuées, femelles sexuées, et 
mâles. Ces derniers étant obtenus par élimination d’un chromosome X,  A. pisum est une espèce 
hétérogamétique mâle présentant un système chromosomique XX chez les femelles et X0 chez les mâles. Le 
déséquilibre du nombre de chromosome X entre mâles et femelles engendré par cette hétérogamétie 
nécessite chez certains organismes d’être corrigé par des mécanismes de compensation de dose. Les 
polyphénismes et compensation de dose impliquent chez d’autres organismes des régulations 
transcriptionnelles notamment régulées par l’accessibilité de la chromatine. Ma thèse vise ainsi à étudier le 
polyphénisme de reproduction et la compensation de dose des pucerons sous l’angle d’analyses bio-
informatiques de données d’expression des gènes (RNA-seq) et d’accessibilité de la chromatine (FAIRE-seq) 
dans le but de caractériser l’impact des mécanismes épigénétiques dans ces deux processus biologiques 
fondamentaux du cycle de vie des pucerons. Les résultats développés dans ma thèse ont permis de montrer 
d’une part la présence d’une compensation de dose chez le puceron du pois au niveau transcriptomique, 
supportée par une accessibilité accrue de la chromatine de l’unique X des mâles dans les cellules somatiques. 
D’autre part, des sites spécifiques d’ouverture de la chromatine entre embryons sexués ou asexués semblent 
participer à la définition de leur mode de reproduction en modulant l’expression de certains gènes et en 
permettant la fixation de facteurs de transcriptions. Leur analyse montre l’implication de l’ecdysone comme 
nouvelle voie hormonale déclenchant putativement la reproduction sexuée en réponse à une photopériode 
courte. Ces travaux suggèrent l’importance des régulations chromatiniennes dans l’adaptation des pucerons à 
leur environnement et dans leur cycle de vie. 

Mots clés : Puceron du pois, polyphénisme de reproduction, compensation de dose, accessibilité de la 
chromatine, transcription, génomique. 

 

Aphids are hemipterous crops pests that are particularly adapted to their environment. Acyrthosiphon pisum 
(pea aphid) displays a life cycle based on the alternation of sexual or asexual reproduction in response to 
photoperiod. They thus exhibit a reproductive polyphenism resulting in the formation of three distinct 
phenotypes: asexual females, sexual females, and males. The latter being obtained by elimination of an X 
chromosome, A. pisum is a male heterogametic species with a XX chromosomal system in females and X0 in 
males. The X chromosome number between males and females caused by this heterogamy requires in some 
organisms to be corrected by dosage compensation mechanisms. Polyphenisms and dosage compensation 
both involve in other organisms transcriptional regulations that are notably regulated by the chromatin 
accessibility regulations. My thesis aims to study the reproductive polyphenism and dosage compensation in 
aphids in the context of bioinformatic analyzes of gene expression data (RNA-seq) and chromatin accessibility 
(FAIRE-seq) in order to characterize the impact of epigenetic mechanisms in these two fundamental biological 
processes of the aphid life cycle. The results developed in my thesis have shown, on one hand, the presence of 
dose compensation in pea aphid at the transcriptomic level, which is supported by increased chromatin 
accessibility of the males’ single X in somatic cells. On the other hand, specific sites of chromatin opening 
between sexual and asexual embryos seem to participate in the definition of their reproduction mode by 
modulating the expression of certain genes and by allowing the fixation of transcription factors. Their analysis 
shows the involvement of ecdysone as a new hormonal pathway that may trigger sexual reproduction in 
response to a short photoperiod. This work suggests the importance of chromatin regulation in aphids’ 
environmental adaptation and in their life cycle. 

Key words: Pea aphid, reproductive polyphenism, dosage compensation, chromatin accessibility, transcription, 
genomics. 
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RÉSUMÉ ABSTRACT

Chromatin and transcriptional regulations involved in the pea 

aphid’s life cycle

Aphids are hemipterous crops pests that are particularly adapted 

to their environment. Acyrthosiphon pisum (pea aphid) displays a 

life cycle based on the alternation of sexual or asexual reproduction 

in response to photoperiod. They thus exhibit a reproductive 

polyphenism resulting in the formation of three distinct 

phenotypes: asexual females, sexual females, and males. The 

latter being obtained by elimination of an X chromosome, A. pisum 

is a male heterogametic species with a XX chromosomal system 

in females and X0 in males. The X chromosome number between 

males and females caused by this heterogamy requires in some 

organisms to be corrected by dosage compensation mechanisms. 

Polyphenisms and dosage compensation both involve in other 

organisms transcriptional regulations that are notably regulated 

by the chromatin accessibility regulations. My thesis aims to 

study the reproductive polyphenism and dosage compensation in 

aphids in the context of bioinformatic analyzes of gene expression 

data (RNA-seq) and chromatin accessibility (FAIRE-seq) in order 

to characterize the impact of epigenetic mechanisms in these 

two fundamental biological processes of the aphid life cycle. The 

results developed in my thesis have shown, on one hand, the 

presence of dose compensation in pea aphid at the transcriptomic 

level, which is supported by increased chromatin accessibility of 

the males’ single X in somatic cells. On the other hand, specifi c 
sites of chromatin opening between sexual and asexual embryos 

seem to participate in the defi nition of their reproduction mode 
by modulating the expression of certain genes and by allowing 

the fi xation of transcription factors. Their analysis shows the 
involvement of ecdysone as a new hormonal pathway that may 

trigger sexual reproduction in response to a short photoperiod. This 

work suggests the importance of chromatin regulation in aphids’ 

environmental adaptation and in their life cycle.

Keywords: Pea aphid, reproductive polyphenism, dosage 

compensation, chromatin accessibility, transcription, genomics.

Régulations chromatiniennes et transcriptionnelles impliquées 

dans le cycle de vie du puceron du pois

Les pucerons sont des hémiptères ravageurs des cultures agronomiques 

particulièrement adaptés à leur environnement. Acyrthosiphon pisum (le 

puceron du pois) présente un cycle de vie basé sur l’alternance d’une 

reproduction sexuée ou asexuée en réponse à la photopériode. Ils pré-

sentent ainsi un polyphénisme de reproduction aboutissant à la formation 

de trois phénotypes distincts : femelles asexuées, femelles sexuées, et 

mâles. Ces derniers étant obtenus par élimination d’un chromosome X,  

A. pisum est une espèce hétérogamétique mâle présentant un système 

chromosomique XX chez les femelles et X0 chez les mâles. Le déséqui-

libre du nombre de chromosome X entre mâles et femelles engendré par 

cette hétérogamétie nécessite chez certains organismes d’être corrigé 

par des mécanismes de compensation de dose. Les polyphénismes et 

compensation de dose impliquent chez d’autres organismes des régu-

lations transcriptionnelles notamment régulées par l’accessibilité de la 

chromatine. Ma thèse vise ainsi à étudier le polyphénisme de reproduc-

tion et la compensation de dose des pucerons sous l’angle d’analyses bio-

informatiques de données d’expression des gènes (RNA-seq) et d’acces-
sibilité de la chromatine (FAIRE-seq) dans le but de caractériser l’impact 

des mécanismes épigénétiques dans ces deux processus biologiques 

fondamentaux du cycle de vie des pucerons. Les résultats développés 

dans ma thèse ont permis de montrer d’une part la présence d’une com-

pensation de dose chez le puceron du pois au niveau transcriptomique, 

supportée par une accessibilité accrue de la chromatine de l’unique X 

des mâles dans les cellules somatiques. D’autre part, des sites spéci-

fi ques d’ouverture de la chromatine entre embryons sexués ou asexués 
semblent participer à la défi nition de leur mode de reproduction en modu-
lant l’expression de certains gènes et en permettant la fi xation de fac-
teurs de transcriptions. Leur analyse montre l’implication de l’ecdysone 

comme nouvelle voie hormonale déclenchant putativement la reproduc-

tion sexuée en réponse à une photopériode courte. Ces travaux suggèrent 

l’importance des régulations chromatiniennes dans l’adaptation des pu-

cerons à leur environnement et dans leur cycle de vie.

Mots-clés : puceron du pois, polyphénisme de reproduction, compensa-

tion de dose, accessibilité de la chromatine, transcription, génomique.
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