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MAGIC Multi-parent Advanced Generation Inter-Cross

Mb  mégabase

MeDIP Methylated DNA ImmunoPrecipitation, immunoprécipitation de I’ADN méthylé

meQTL Methylation quantitative trait loci, variant ADN associé a des variations du niveau
de méthylation

MMR Mismatch Repair

NAHR Non-Allelic Homologuous Recombination, Recombinaison Homologue Non-Allélique
Ne  Taille efficace d’une population

NER Nucleotide Excision Repair

NHEJ Non-Homologous End Joining, ligature d’extrémités non homologues
NIL  Nearly-Isogenic Lines

nt nucléotide

pb paire de bases

PCR Polymerase Chain Reaction, réaction de polymérisation en chaine
PTGS Post-Transcriptional Gene Silencing

QTL  Quantitative Trait Locus

ROS1 REPRESSOR OF SILENCING 1

RADM RNA-dependant DNA Methylation



Liste des abréviations

RIL  Recombinant Inbred Lines

RIP  Repeat-Induced Point mutation

RNAi RNA interference, ARN interférence
RViIMR Regional Variation in Mutation Rates, variations locales du taux de mutation
SBS  single base substitution

sgRNA single guide RNA

SNP  single nucleotide polymorphism

SV Structural Variation, variation structurale
TET Ten-Eleven Translocation

TALE Transcription Activator-Like Effector
TCR Transcription-Coupled DNA repair

TGS Transcriptional Gene Silencing

TIR  Terminal Inverted Repeat

TSD Target Site Duplication

UV  Ultraviolets

VIM1 VARIATION IN METHYLATION1
VIGS Viral-Induced Gene Silencing

WGBS Whole Genome Bisulphite Sequencing, séquencgage génome-entier apres traitement
bisulphite

WT  Wild Type, génotype sauvage
ZFP  Zinc-Finger Protein, protéine a doigt de zinc

X1






Préambule

Un constat saisissant qui peut étre fait lorsque 1’on observe différents individus d’une
méme espece est I'importante diversité phénotypique qui les distingue les uns des autres,
et ce tout particulierement des lors qu’on s’intéresse aux traits dits complexes comme la
taille ou le poids. Cette diversité phénotypique provient essentiellement de la variabilité
génétique pré-existante au sein de cette population, et qui elle-méme résulte des effets
conjoints de l'apparition de nouveaux variants (mutation), de leur réassortiment lors de
la recombinaison, et enfin des forces évolutives ou démographiques qui influenceront leur
fréquence dans la population. Ce pool de variabilité, ou diversité génétique, constitue un
parametre clé de la capacité d’une espece a répondre a des challenges environnementaux
et donc a persister sur le long terme. Dans la mesure ou sans source continuelle de nou-
veaux variants il n’y a aucune perspective d’adaptation, le processus de mutation peut
étre considéré comme la pierre angulaire du processus d’évolution, et il apparait des lors
crucial de déterminer le taux et le patron de mutation (c’est-a-dire la fréquence a laquelle
apparaissent les différents types de mutations) d’un organisme, ainsi que les différentes

forces pouvant l'influencer.

Il est néanmoins une seconde source de variabilité entre individus, dont la compréhen-
sion a gagné en importance au cours de ces dernieres années, et qui concerne non plus les
polymorphismes le long du génome, mais le long de 1’épigénome : il s’agira par exemple
de variants dans les profils de méthylation de ’ADN. Contrairement aux variants ADN
qui une fois créés sont transmis aux générations successives selon les lois de Mendel, ces
variants épigénomiques, ou “épivariants”, sont fréquemment effacés lors du passage a la
génération suivante. Chez les plantes, ol cette remise a zéro des profils épigénomiques est
limitée, de tels épivariants peuvent cependant persister au travers des générations et des
lors participer a la fraction héritable (c’est-a-dire transmise a la descendance) du déter-

minisme des traits complexes.

Si ces observations ouvrent des perspectives importantes quant au potentiel évolutif de
variations épigénomiques, il est crucial de garder a l'esprit que la diversité épigénomique
ne peut pas étre pensée indépendamment de la diversité génétique : non seulement les
épivariants sont fréquemment associés a des variants ADN sous-jacents (typiquement des
éléments transposables), mais les différents états épigénomiques, en influencant la forma-
tion de lésions dans ’ADN et /ou leur réparation, peuvent modeler le patron de mutation et

donc a terme la diversité génétique. Dans cette interconnexion résident plusieurs écueils :
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comment identifier les épivariants contribuant aux traits complexes, et comment isoler
leur contribution 7 Comment évaluer directement l'impact effectif de la variation épigéné-

tique sur la création in fine de variation génétique ?

Durant ma these, je me suis intéressée a la méthylation de PADN, une modification
épigénomique, comme source de variants génétiques et épigénétiques tous deux suscep-
tibles de contribuer a la variabilité phénotypique héritable entre individus, en utilisant
comme systeme modele la plante Arabidopsis thaliana. Dans ce contexte, mes travaux
se sont articulés autour de deux axes complémentaires : ’étude de 'effet d’une perte de
méthylation de '’ADN sur le patron de mutation de 'arabette, qui constitue la majeure
partie de ce manuscrit, mais également la mise en place d’approches expérimentales visant
a identifier les épivariants causaux de QTL “épigénétiques” détectés dans une population

de lignées épigénétiquement différenciées (epiRIL) établie au laboratoire.

Organisation du manuscrit

Le manuscrit est organisé comme suit :

La premiere section (Introduction générale, chapitres 1 a 3) présente un panorama des
différents concepts nécessaires a la bonne compréhension des travaux effectués. Elle in-
tegre également une revue grand public dont je suis premier auteur.

La deuxieéme section (Résultats, chapitres 4 & 7), est divisée en quatre chapitres indépen-
dants décrivant des travaux a des degrés divers d’avancement, tous précédés et suivis d'une
mise en contexte et d'une discussion spécifique. Le premier chapitre de résultats (chapitre
4) décrit la caractérisation de la variation nucléotidique présente dans la population epi-
RIL. Les chapitres 5 et 6 tirent profit des données obtenues afin d’analyser le spectre
mutationnel de la population epiRIL sous deux aspects distincts : impact d’une perte de
méthylation de ’ADN sur le spectre des mutations ponctuelles (chapitre 5, rédigé sous la
forme d’un article en préparation dont je suis premier auteur) et impact mutationnel de
la remobilisation des éléments transposables (chapitre 6, auquel est joint un article dont
je suis co-auteur). Enfin, le chapitre 7 présente et discute les approches mises en place
pour effectuer la caractérisation de QTL “épigénétiques” identifiés au laboratoire.

Le manuscrit se conclut par une discussion des principaux résultats obtenus, de leur im-

portance et des perspectives ouvertes par ce travail de these.
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CHAPITRE 1

Aux origines de la variation

génétique : la mutation

La création de variation génétique étant fortement dépendante du processus mutation-
nel, il est critique de comprendre ce dernier. Dans cette section, je décrirai les différents
types de mutations et les approches employées pour estimer le taux auquel elles appa-
raissent. Je présenterai également les variations observées dans le taux et le patron de
mutation entre les différentes espeéces mais également le long du génome, ainsi que 1’ori-

gine de ces variations.

1.1 Nature et cause des mutations

La mutation est un processus aléatoire qui conduit a la création de changements dans
le matériel génétique d’un individu. Les variants ainsi créés sont ensuite transmis de fagon
stable au travers des divisions cellulaires, et dans le cas ou ’évenement mutationnel se
soit produit dans une cellule de la lignée germinale, il sera ensuite transmis a la génération
suivante selon les lois de Mendel.

Le terme de mutation recouvre un large spectre d’événements, qui vont des modifications
ponctuelles de la séquence de ’ADN (substitutions nucléotidiques, courtes insertions et dé-
létions) a des réarrangements chromosomiques (délétions, duplications, inversions, trans-
locations), voire méme des altérations dans l'organisation du génome (aneuploidisation,
polyploidisation). A Iexception de ce dernier cas, les spécificités de chacun de ces types

de mutation sont décrites dans les paragraphes suivants.

1.1.1 Mutations ponctuelles
Substitutions

Ce type de mutation consiste en la substitution d’un nucléotide par un autre, ce des suites
d’une erreur soit de la machinerie de réplication de ’ADN entrainant 'insertion d’un nu-
cléotide erroné, soit du systeme de réparation de ’ADN suite a une altération physique
(radiation ionisante, rayons UV) ou chimique (exposition a des agents mutagenes) de la

molécule d’ADN. Deux types de substitutions peuvent étre distingués : les transitions et
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les transversions, qui correspondent respectivement au remplacement d’une purine (adé-
nine A ou guanine G) ou d’une pyrimidine (cytosine C ou thymine T) par une autre
base du méme type, et a la substitution entre purines et pyrimidines; avec le constat
quasi-universel que les transitions sont beaucoup plus fréquentes que les transversions.
Il est a noter que ce biais mutationnel est purement chimique et résulte du phénomene
de tautomérisation : chaque base de ’ADN est présente dans le noyau sous des formes
alternatives, appelées tautomeres, qui résultent d’une perte ou d'un gain d’une liaison
hydrogene qui rend possible leur appariement avec une base incorrecte. A titre d’exemple,
au lieu de former un dimere C:G, la forme imino de la cytosine peut s’apparier avec une

adénine et ainsi conduire & une transition C — T.

G ¢ > <+ Transition

<4 Transversion

G/A Purine
— A

FI1GURE 1.1 — Les 6 types de substitutions

Par ailleurs, I’étude des taux relatifs des différentes substitutions (aussi appelé spectre
mutationnel ou patron de mutation) a permis de mettre en évidence une autre propriété
quasi-universelle du taux de mutation; a savoir un biais mutationnel vers AT. Cela se
traduit notamment par le fait que parmi les deux types possibles de transitions, A:T —
G:C (ou “:” représente la liaison entre les deux brins) et C:G — T:A, ce dernier type
est majoritaire aussi bien chez les procaryotes que chez les eucaryotes (Hershberg et al.
2010; Hildebrand et al. 2010 ; Lind et al. 2008 ; Lynch 2010b), a quelques exceptions pres
(Dillon et al. 2015).

En raison de ce biais, le contenu des génomes devrait tendre vers une réduction du pour-
centage de sites G:C (%GC), or ce n’est pas ce qui est observé avec bon nombre d’orga-
nismes aux génomes plus riches en GC qu’attendu, notamment parmi les bactéries (Lynch
2010b). Cela signifie que ce biais mutationnel est contrebalancé par divers mécanismes,
parmi lesquels on trouve la sélection sur les codons (avec un biais d’usage du code géné-
tique favorisant les codons GC-riches) ou la conversion génique biaisée, qui va favoriser la
réparation des mésappariements G:T en G:C plutot qu’en T:A dans les régions fortement
recombinantes (Duret et Galtier 2009 ; Meunier et al. 2004).

Indels

Le terme d’indel (insertion-délétion) recouvre a la fois les insertions et délétions de nu-

cléotides de taille inférieure a 50 pb. Il s’agit donc d'une catégorie de mutation fortement
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hétérogene, ce qui pose une limite conceptuelle des lors qu’il s’agit d’estimer un taux de
mutation pour les indels. Aussi, la majorité de la littérature se concentre sur la formation
d’indels au niveau des courtes répétitions en tandem (short tandem repeats), également
appelées microsatellites. Le mécanisme le plus couramment proposé pour la formation
d’indels est celui d'un dérapage de la polymérase (polymerase slippage ou slipped strand
mispairing), illustré FIGURE 1.2. Durant la réplication, la polymérase et le brin en cours
de synthese vont se dissocier de fagon transitoire du brin matrice, ce qui peut s’avérer par-
ticulierement critique dans les régions répétitives du génome : la polymérase peut alors se
réassocier a une position de méme séquence nucléotidique, mais qui sera une ou plusieurs
répétitions en amont ou en aval de sa position initiale. Ce mécanisme affecte notamment
les régions présentant des répétitions en orientation directe (répétitions en tandem) de
un a quatre nucléotides, et va résulter en l'insertion ou la délétion d’une a deux de ces
répétitions. En fonction de la longueur de 1’élément répété (en I'occurrence, si ce n’est pas
un multiple de trois), 'apparition d’un indel dans une séquence codante peut provoquer
une altération du cadre du lecture (frameshift mutation), avec des conséquences poten-

tiellement plus déléteres qu’'un simple gain ou perte de codon.

(A) (8) g{; (©
6TA TN GTA GTA GTA 6Ta ETW GTA

CAT CAT CAT CAT m

cAT EEXE- cAT
S —
CAT

FI1GURE 1.2 — Mécanisme de formation d’indels par dérapage de la polymérase

Les séquences en bleu et vert correspondent respectivement au brin matrice et a son
complémentaire en cours de synthese, la ligne violette représente le déplacement de la
polymérase. (A) représente la situation normale, (B) et (C) les pertes et gain d'une répé-
tition GTA en fonction du sens de dérapage de la polymérase. Figure extraite de (Sehn
2015).

Des approches expérimentales ont permis de mettre en évidence que de tels indels
dérivaient d’un mésalignement initial, lequel peut étre résolu soit avant synthese d’ADN
par l'activité proofreading de la polymérase, soit de fagon postréplicative au moyen de la
machinerie du mismatch repair (MMR). Cette voie de réparation joue un réle prévalent
dans la mesure ou a la fois I'activité proofreading et la sélectivité (au profit de la processi-
vité) de la polymérase vont décroitre a mesure que la polymérase travaille sur un run long
d’homopolymeres (Garcia-Diaz et al. 2006). L’importance du MMR dans la résolution des
indels est illustrée par le fait que que le taux d’indels dans les séquences répétées accroit
de pres de 10.000 fois lorsque la machinerie MMR est inactivée. Chez 'Homme, cela se
traduit notamment par le phénotype dit de “microsatellite instability” observé dans les

types de cancers présentant une inactivation mutationnelle de la voie MMR.
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Récemment, un travail réalisé a 1’échelle du génome entier chez 'Homme (Montgo-
mery et al. 2013) a permis de mettre en évidence que pres des trois quarts des indels
résultaient de ce mécanisme. Pour expliquer le quart restant, et particulierement les in-
dels situés hors des régions répétitives, plusieurs mécanismes ont été étre proposés, parmi
lesquels le FoSTeS et le NHEJ qui sont également associés a la formation de variations
structurales (voir SECTION 1.1.2). Par ailleurs, la remobilisation d’éléments transposables

est également vecteur d’indels (voir SECTION 1.1.3).

1.1.2 Variations structurales

Le terme de variation structurale (structural variation, SV) recouvre toute altération
de la séquence de ’ADN d’au moins 1 kb. Quatre types de SV “simples” peuvent étre
distingués : les délétions et duplications, aussi appelées variations du nombre de copies
(copy number variation, CNV), les inversions et les translocations. Des réarrangements
plus complexes peuvent étre obtenus par une combinatoire de plusieurs SV (par exemple,
une duplication avec inversion), un phénomene fréquent notamment dans les cellules can-
céreuses (Stephens et al. 2011 ; Weckselblatt et al. 2015; Willis et al. 2015). Du fait de
cette diversité, il est difficile d’estimer précisément un taux de SV : si la survenue de ce
genre d’événement apparait relativement rare en comparaison du taux de substitutions, les
SV peuvent néanmoins étre considérés comme un type majeur de mutation eut égard au
nombre de nucléotides affectés. Les conséquences des SV peuvent étre de grande ampleur :
en premier lieu des effets de dose si le SV n’est pas équilibré (c’est a dire, si le nombre
de copies a été altéré, a 'exemple des CNV ou des translocations non-réciproques), mais
également des effets positionnels (le SV affectant le niveau d’expression des genes a proxi-
mité ou inversement), la formation de genes chimériques ou des isolements reproductifs du

fait d’anomalies d’appariement a la méiose dans le cas des inversions ou des translocations.

Mécanismes provoquant la formation de SV

La formation de SV est principalement attribuée a des erreurs lors de la réparation de
cassures double-brin dans ’ADN, mais également a des erreurs durant la réplication (Car-
valho et al. 2016). Sur la base de 'organisation génomique de la région dans laquelle s’est
produit un SV et de la signature laissée au point de cassure (breakpoint), il est possible
d’inférer quel mécanisme moléculaire en a été a 'origine (Weckselblatt et al. 2015). Les

trois mécanismes principaux, décrits ci-dessous, sont illustrés FIGURE 1.3.

¢ Recombinaison homologue non-allélique (NAHR)
Les évenements de recombinaison homologue non-allélique (non allelic homolo-

guous recombination, NAHR) se produisent au cours de la recombinaison (mito-

8
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tique ou méiotique) et résultent de I’alignement puis de la formation d’un crossing-
over entre deux séquences homologues mais non-alléliques, donc des séquences suf-
fisamment identiques pour pouvoir s’hybrider mais situées a des endroits diffé-
rents du génome. Pour avoir lieu, la NAHR nécessite au moins 300 pb d’homologie
stricte entre les deux brins d’ADN mis en jeu, et son efficacité va dépendre de
la longueur, de l'identité et de la proximité physique des séquences homologues
impliquées (Lupski 2004 ; Stankiewicz et al. 2002). Aussi, ce mécanisme va concer-
ner tout particulierement certains types d’annotations génomiques, notamment les
éléments transposables, les duplications segmentaires et les low copy repeats. En
fonction de l'orientation des séquences matrices et de la fagon dont le crossing-over
sera résolu, le NAHR peut générer des duplications, délétions ou réarrangements
(décrits FIGURE 1.6) ; mais la majorité des évenements résultent d'un crossing-over
entre des répétitions situées sur un méme chromosome (NAHR intrachromosomal)
ou sur des chromosomes homologues - a 'opposé, il est rare d’observer de tels éve-
nements entre des répétitions situées sur des chromosomes non homologues. Dans
le cas ou des SV apparaissent étre “récurrents”, c’est-a-dire que des individus non
apparentés vont présenter un SV affectant une méme région du génome, et que
le site de cassure est localisé au sein d’une région d’homologie, 1'origine NAHR
va étre proposée. Réciproquement, la présence de longues régions d’homologie a
proximité d’un intervalle génomique donné est un facteur de risque d’instabilité de
cette région (Carvalho et al. 2016).

Ligature d’extrémités non-homologues (NHEJ)

Les réarrangements associés au NHEJ (non homologuous end joining) correspondent
a l'opposé a des réarrangements non-récurrents (Carvalho et al. 2016). Le NHEJ
est une voie prédominante en phases G1 et M du cycle cellulaire et qui effectue la
réparation des cassures double-brin en “recollant” les bouts libres. Ce mécanisme
laisse une signature caractéristique au site de cassure, sous la forme d’une jonction
nette (blunt end) entre les partenaires de réparation, avec présence d’un indel les
séparant, la formation de ce dernier résultant de ’édition des brins libres (ajout
ou clivage de quelques nucléotides) effectuée préalablement a la religation. Ce mé-
canisme a longtemps été proposé des lors qu’aucune région de longue homologie

(donc matrice pour une recombinaison) ne pouvait étre identifiée au site de cassure.

Arrét des fourches de réplication et changement de matrice (FoSTeS)

Contrairement aux deux mécanismes décrits ci-dessus, le FoSTeS fait partie des
mécanismes réplicatifs associés a la formation de SV, une catégorie dont 'ampleur
effective a gagné en reconnaissance au cours de ces dernieres années et qui est elle

aussi associée a la formation de réarrangements non-récurrents (Carvalho et al.
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2016). Au cours de la réplication, il peut arriver que la fourche de réplication s’arréte
(fork stalling). Le brin en cours de synthese va alors pouvoir envahir une fourche
tierce, s’hybrider au niveau d’une région de microhomologie (2-5 pb) et poursuivre
sa synthese a partir de cette nouvelle matrice (template switching). Dans le cas ou
la synthese effectuée a ce nouveau site ne se poursuit que sur quelques nucléotides
avant que le brin ne retrouve son site de synthese initial, le FoSTeS peut créer un
indel, qui sera alors caractéristique de part sa signature d'une courte microhomolo-
gie. Cette méme signature au breakpoint d’'un SV, la encore en ’absence de régions
d’homologie, est spécifique des SV résultat d'un FoSTeS. En fonction de 'origine
de l'arrét de la fourche (collision entre fourches, collision réplication-transcription,
réparation d'une cassure, dérapage au niveau de séquences répétitives) et compte-
tenu de la proximité physique dans des foci de réplication de régions du génome
distinctes mais répliquées selon le méme programme temporel (FIGURE 1.11), le
FoSTeS et les autres mécanismes réplicatifs peuvent étre associés a la formation de
réarrangements complexes, notamment des réarrangements juxtaposant des frag-

ments issus de plusieurs chromosomes.
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NAHR NHEJ FoSTeS

F1GURE 1.3 — Comparaison des trois mécanismes principaux associés a la formation de SV.
Les lignes noires représentent les deux brins d’ADN, les couleurs des rectangles indiquent
leur niveau d’homologie (nuances de bleu : régions de forte homologie, couleurs distinctes,
absence d’homologie).

Panel de gauche : NAHR intra-chromatide. L’événement de recombinaison va provoquer
la délétion ou -réciproquement- la duplication d'une partie des séquences homologues ainsi
que de la région comprise entre les deux.

Panel du milieu : NHEJ. Suite a la formation de cassures double-brin entre deux séquences
non homologues, la machinerie NHEJ va permettre la religation entre les deux séquences,
conduisant a la délétion de la région comprise entre les deux DSB ainsi que la création
d’un indel au site de cassure.

Panel de droite : Formation d’une délétion complexe résultant d’un FosTeS associant
deux fragments. Les fragments ne présentent pas d’homologie (couleurs distinctes des
rectangles), néanmoins des régions de microhomologie (2-5pb) sont présentes entre les
différentes régions (triangles blancs et noirs). Les fourches de réplication sont figurées
de la méme couleur que le fragment correspondant. Dans '’exemple, ce phénomene se
produit une deuxieme fois, causant la délétion des deux régions flanquées par chaque
paire de microhomologies. Extrait de (Gu et al. 2008).
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1.1.3 Contribution des éléments transposables aux paysages mu-

tationnels

Les éléments transposables (ET) sont des séquences ayant la capacité de se déplacer
au sein d’'un génome. Sur la base des mécanismes employés pour transposer et de leur
structure, deux classes d’ET peuvent étre distinguées (FIGURE 1.4) : les ET de classe I,
ou rétrotransposons, qui utilisent un intermédiaire ARN lors de leur mobilisation selon
un mécanisme de type “copier/coller” notamment gouverné par une transcriptase inverse,
et les ET de classe II, ou transposons a ADN, qui se mobilisent sous forme d’ADN selon

un mécanisme de type “couper/coller” gouverné par une transposase.

ET de classe | ET de classe Il
(rétrotransposons) (transposons a ADN)
Rétrotransposons a LTR Rétrotransposons sans LTR

autoﬁ:mes g gl » Loret] [Len 1t ;l(A)nP

ORF2
ET non- pol Il
autonomes S - grommetes

FI1GURE 1.4 — Organisation et classification des types majoritaires d’ET.

Les ET sont séparés en deux classes, en fonction de leur intermédiaire de transposition
(ARN pour les classe I, ADN pour les classe II). Les éléments de classe I sont en plus divi-
sées en deux groupes sur la base de leur structure et de leur mécanisme de transposition :
les rétrotransposons a LTR (b) et ceux dépourvus de LTR (c). Chaque classe comporte
des éléments autonomes ainsi que non-autonomes. Les éléments autonomes codent les
protéines requises pour la transposition (gag, capsid-like protein; pol, reverse transcrip-
tase; ORF1, gag-like protein; en, endonuclease; rt, reverse transcriptase), tandis que les
éléments non-autonomes en sont dépourvus mais comportent cependant les séquences
nécessaires leur permettant d’étre mobilisés. Les triangles noirs flanquant chaque ET cor-
respondent aux T'SD formés lors de la transposition, les triangles gris correspondent aux
répétitions terminales inversées (terminal inverted repeats, TIR) et aux longues répéti-
tions terminales (long terminal repeats, LTR) aux extrémités des ET de classe 1T et des
rétrotransposons a LTR respectivement. Modifié d’apres (Wessler 2006).

Les ET peuvent générer un spectre tres large de mutations, allant de changements sub-
tils dans la régulation de I'expression des genes a d’importants réarrangements chromoso-
miques, comme illustré FIGURES 1.5 et 1.6. Deux cas de figure peuvent étre distingués :
les effets directs de la transposition (donc qui résultent de I'insertion ou de I'excision d’un
ET), et les effets indirects (donc dis a la présence d’ET en un grand nombre de copies
dispersées dans le génome).

Effets directs

Indépendamment de leur mécanisme de transposition, en s’insérant dans une séquence co-
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1.1. Nature et cause des mutations

dante ou des régions régulatrices, les ET ont la capacité d’inactiver un géne ou d’en altérer
son patron d’expression ; mais également conduire a la création de genes chimériques. Un
exemple en est SETMAR, géne chimérique résultant de la fusion entre le domaine trans-
posase d'un ET et un géne codant une histone méthyltransférase (Cordaux et al. 2006).
Les éléments de classe 11, qui se mobilisent par excision, contribuent additionnellement au
paysage mutationnel au travers de ce mécanisme. En effet, lorsqu'un ET (de classe I ou
IT) s’insére & un locus donné, les mécanismes de réparation mis en jeu au site d’insertion
vont conduire a la formation d’une courte duplication (target site duplication, TSD) au
point exact de cassure. Lors d'une excision, cette signature restera présente, ainsi qu’'un
ou plusieurs nucléotides additionnels issus ou de la séquence du transposon ou des sites
alentours, en fonction des caractéristiques de la famille de transposon. Cette “excision
footprint”, peut conduire a l'altération du cadre de lecture d'un gene, avec de poten-
tielles conséquences phénotypiques. Cette situation est par exemple bien illustrée par le
transposon Ascot chez le champignon Ascobolus immersus (Colot et al. 1998). L’intégra-
tion d’Ascot dans le géne b2 qui détermine la couleur de la spore conduit a des spores
incolores, et les diverses footprints générées par son excision ont pu étre associées a des ré-
versions partielles & totales du phénotype (FIGURE 1.5, panel du bas, droite). Par ailleurs,
les mécanismes de réparation impliqués pour résoudre la cassure double brin provoquée
par une excision peuvent également étre responsables d’évenements de recombinaison in-
trachromosomale ou ectopique (Athma et al. 1991 ; Shalev et al. 1997).

Des évenements de transposition complexe, alors qualifiée transposition alternative, peuvent
également avoir lieu. Lors d’une transposition “conventionelle”, la transposase va recon-
naitre les répétitions terminales inversées (TIR) a chaque extrémité de I’élément. Mais si
la transposase reconnait deux TIR issues de deux copies différentes qui sont inversées ou
en orientation directe I'une par rapport a 'autre, la réaction de transposition elle-méme
peut conduire a des inversions ou délétions, des formations de génes chimériques ou encore
des cassures de chromosomes (D. Wang et al. 2015; J. Zhang et Peterson 2004 ; J. Zhang,
F. Zhang et al. 2006).
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FiGure 1.5 — Conséquences mutationnelles directes des ET. Exemples non-exhaustifs
d’altérations génomiques provoquées par des insertions d’ET. Extrait de (C. Huang et al.
2012).

Dans le cas des ET de classe II, leur excision est associée a la formation d’une footprint qui
va correspondre ou au TSD, ou au TSD +/- quelques nucléotides (panel du bas, gauche).
[lustration des réversions phénotypiques associées a différentes footprints formées au cours
de I'excision d’Ascot du locus b2. La présence de I'ET est a ’origine d’une couleur marron
des spores. Extrait de (Colot et al. 1998).

Effets indirects

Du fait de leur présence en un grand nombre d’exemplaires dans les génomes, les ET
sont de parfaites matrices pour former des réarrangements : ’abondance de copies de
séquences similaires dans un génome peut conduire a des réarrangements chromosomiques
importants. Les évenements ainsi induits peuvent conduire a des inversions, des délétions
et également des duplications (Gray 2000). Le produit de ces réarrangements va dépendre
de la localisation et l'orientation des copies-matrices (FIGURE 1.6) : si les copies sont en
sens direct et localisées sur deux chromosomes différents, la recombinaison conduit & une

translocation. Si les deux copies sont en orientation inverse, la recombinaison mene a la
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1.1. Nature et cause des mutations

formation d’un chromosome dicentrique et d’un chromosome acentrique. Si les deux copies
sont localisées sur le méme chromosome, la recombinaison entre deux répétitions directes
conduit & une duplication et/ou une délétion. Quand les deux copies sont inversées, la
recombinaison conduit a I'inversion de la région comprise en ces deux répétitions. De tels

réarrangements peuvent donc avoir un impact majeur sur l'intégrité du génome.
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trends in Genetics

F1GURE 1.6 — Conséquences mutationnelles indirectes des ET : formation de délétions, du-
plications et inversions au travers d’évenements de recombinaison ectopique. Pour chaque
chromosome homologue (nuances de bleu ou nuances de rouge), les deux chromatides
sceurs sont figurées, chacune représentée par une ligne et reliées 'une a 'autre par le cen-
tromere (rond noir). Les ET sont représentés en noir et en gras, 'orientation de 1’élément
est figurée par les fleches a chaque extrémité. La recombinaison homologue est figurée par
une croix. Dans le cas ou les ET sont situés chacun sur un homologue, la recombinaison va
conduire a la délétion ou réciproquement a la duplication de la région située entre les deux
copies si les ET sont dans la méme orientation (a), ou a la formation d’un chromosome
dicentriquue et réciproquement d’'un fragment acentriquue si les ET sont en orientation
inversée (b). Dans le cas ou les ET sont situés sur le méme chromosome, si les copies
sont en orientation directe, la recombinaison va conduire a la délétion d’une part et a la
duplication d’autre part de la région située entre les deux copies, avec dans ce dernier cas
une augmentation du nombre de copies (c). Si les copies sont en orientation inversée, la
recombinaison va étre a l'origine d’une inversion (d). Extrait de (Gray 2000).
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Chapitre 1 — Aux origines de la variation génétique : la mutation

1.2 Comment estimer un taux de mutation ?

Estimer un taux de mutation, c¢’est-a-dire le nombre d’événements de mutation, par
génome, par génération, est un parametre crucial en génétique des populations. Quel que
soit le type d’altération, les mutations n’en demeurent pas moins des évenements rares
et aléatoires, et il est de fait complexe d’obtenir une évaluation directe et non-biaisée du
taux et du patron de mutation. Dans cette section, je présente les différentes méthodes

couramment employées ainsi que leurs limites.

1.2.1 Approches basées sur des systémes rapporteurs

Historiquement, notre connaissance empirique des taux de mutations spontanées chez
les micro-organismes et quelques especes animales dérive d’estimations basées sur des
systemes rapporteurs (Baer et al. 2007 ; F. A. Kondrashov et al. 2010). Dans ce type de
dispositif, 'apparition de mutations est révélée par une altération du phénotype, et il
est possible de dériver un taux de mutation par site par division cellulaire en rapportant
la fréquence d’apparition de mutants a la longueur de l'espace mutationnel (mutational
target size; ici, la longueur en pb du transgene) (Drake et al. 1998). Des stratégies fondées
sur le méme principe ont été ensuite développées chez le Nématode, sur la base non pas
d’un transgene mais d’un locus endogene ; mais également chez ’'Homme, en tirant profit
de la fréquence d’apparition des maladies génétiques a déterminisme monogénique (A. S.
Kondrashov 2003).

Si ces approches élégantes permettent d’évaluer expérimentalement (et donc directe-
ment) le taux de mutation, elles présentent également des limites importantes. En effet,
dans la mesure ou elles se basent sur la mise en évidence d’un phénotype attendu, des
mutations sans effet visible (mutation silencieuse) ou conduisant & un phénotype subtil
ne seront pas révélées, et donc pas prises en compte dans ’estimation. Par ailleurs, dans
la mesure ou 'estimation qui est obtenue est spécifique a un gene, il peut étre incorrect
d’extrapoler ce résultat au génome entier en raison de variations locales du taux de mu-
tation le long du génome (voir SECTION 1.3.2). De plus, si cette approche nous indique
la présence ou 'absence d’'une mutation, elle ne nous renseigne nullement quand au type

de mutation, donc ne documente en rien le patron de mutation de I'organisme étudié.

1.2.2 Approches génome-entier indirectes

Jusqu’a peu, I'étude du patron de mutation d’un organisme se faisait a partir du
patron de divergence entre especes apparentées, soit donc le nombre de différences qui
se sont accumulées dans la séquence d’ADN depuis leur séparation (Kumar et al. 2002;

Nachman et al. 2000). Cette approche se base sur le fait qu’aux sites dits neutres (donc
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non soumis a pression de sélection), le degré de divergence entre les deux especes va étre
égal au taux de mutation (Kimura 1968). Des lors, le taux de substitution a des sites
neutres peut étre converti en un taux de mutation par milliers ou millions d’années. Si
cette approche garantit d’avoir un large nombre de mutations et ne requiert aucun sé-
quengage additionnel, elle présente toutefois d’importantes limites (Ségurel et al. 2014).
La qualité de I'estimation obtenue va en effet étre fortement dépendante de variables ad-
ditionnelles : 'estimation qui est faite le temps de génération de I'organisme considéré
(puisqu’il va s’agir de convertir un taux de mutation par millions d’années en un taux de
mutation par génération), celle de la date de séparation des deux espéces (par exemple des
données fossiles), mais également la fagon dont les sites neutres ont été déterminés comme
tels, dans la mesure ou il s’agit bien souvent d’un a priori génomique (pseudogenes, sites
dégénérés quatre fois) plus qu'une mesure effective de I’absence de signature de sélection

a ces sites.

Une stratégie dérivée consiste a utiliser non plus la divergence entre deux espéces,
mais les polymorphismes entre individus de la méme espéce (Messer 2009 ; Ségurel et al.
2014). Les théories de génétique des populations prédisent en effet que le niveau de poly-
morphisme dans une population donnée va étre fonction de la taille de cette population
et du taux de mutation, et il est donc possible d’inférer cette derniere valeur connaissant
les deux précédentes. En pratique, résoudre cette équation requiert d’avoir a disposition
d’autres estimateurs qui permettent d’expliciter le lien entre niveau de polymorphisme et
taux de mutation, mais ceux-ci sont bien souvent fortement dépendants de la neutralité
effective des sites échantillonnés. Par ailleurs, de telles approches sont fortement sensibles
a la démographie. Ces contraintes peuvent étre atténuées en prenant en compte exclu-
sivement les polymorphismes présents a une faible fréquence allélique, lesquels refletent
plus fidelement le patron de mutation. Cela requiert néanmoins 'utilisation de cohortes
de grande taille (plusieurs dizaines de milliers d’individus), ce que les projets de séquen-
cage a large échelle rendent a présent possible, avec en sus dans le cas des organismes
modeles la possibilité d’évaluer le taux de mutation dans des conditions autres que celles

de laboratoire. En ce sens, cette approche a récemment été appliquée notamment chez la
Levure (Y. Zhu et al. 2017) et la Drosophile (Assaf et al. 2017).

Aussi, si de telles approches permettent d’avoir une image sur ’ensemble du génome
du taux et du patron de mutation d’un organisme, elle se contentent de l'inférer a partir
d’'une image partiellement brouillée par la sélection et ne permettent pas d’en avoir une

vision directe.
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Chapitre 1 — Aux origines de la variation génétique : la mutation

1.2.3 Dispositifs d’accumulation de mutations

L’avenement des progres du séquencage a permis de remettre au gotit du jour une
stratégie ancienne, initiée par Muller (Muller 1928), celle des lignées dites d’accumulation
de mutations (MA lines, FIGURE 1.7). La visée initiale de cette approche est alors d’in-
férer le taux de mutation affectant des traits quantitatifs et la distribution des effets sur
la fitness (P. Keightley 1994 ; Mukai 1964 ; Shaw et al. 2002). Comparativement, ce n’est
que récemment que 1’on s’est employé a analyser les génomes des MA lines afin d’estimer

directement le taux de mutation a 1’échelle du génome entier.

n MA

@ ................. _e

FI1GURE 1.7 — Schéma illustrant 1’établissement d’une population de lignées MA. G indique
le numéro de la génération, Ne le nombre d’individus employé pour propager la population
d’une génération a la suivante. Explications dans le texte.

A partir d’un individu “fondateur” rendu aussi homogene génétiquement que possible
par des cycles d’autofécondation (ou de croisements fréres-sceurs), on dérive des lignées
sur un grand nombre de générations, en ne sélectionnant a chaque fois qu’'un seul in-
dividu pour donner la génération suivante. Cette modalité de propagation par goulots
d’étranglements successifs, appelée filiation monograine chez les plantes, garantit que la
sélection sera drastiquement réduite au profit de la dérive génétique. Aussi, a 'exception
des mutations létales ou quasi-létales, le séquencage des lignées “évoluées” nous donne
acces a la totalité des mutations accumulées au travers des générations, permettant des
lors d’estimer le taux ainsi que le patron de mutation. De plus, en comparaison des ap-
proches présentées plus haut, la puissance des dispositifs MA lines réside en ce qu’ils per-

mettent également d’évaluer les interactions entre les différentes mutations, leur relation
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de dominance-récessivité ainsi que la dépendance environnementale des effets (Halligan
et al. 2009).

Néanmoins, compte-tenu du faible nombre de mutations par génération, il est né-
cessaire d’avoir a disposition un grand nombre de lignées ainsi qu'un grand nombre de
générations afin de dériver une estimation robuste du taux de mutation, ce qui peut s’avé-
rer étre un écueil chez les organismes a temps de génération long ou lorsqu’on cherche a
évaluer le taux de mutation pour des événements plus rares comme les réarrangements

chromosomiques.

Une approche dérivée, favorisée par 'accessibilité toujours meilleure des technologies
de séquencage, est celle du séquencage de trios parents-enfants, soit un équivalent aux MA
lines pour des organismes non-modeles comme I’Homme. Si cette stratégie est intuitive
et permet d’associer de fagon non-ambigué les néo-mutations a I'un ou 'autre des haplo-
types parentaux, sa mise en pratique se heurte a plusieurs écueils (Ségurel et al. 2014).
En effet, le fond génétique des individus étant fortement hétérogene et les néo-mutations
étant attendues a I’état hétérozygote, une telle approche va nécessiter d’avoir une bonne
profondeur de séquencage. Par ailleurs, les mutations somatiques et germinales sont alors
confondues et il s’avére donc nécessaire de séquencer une génération additionnelle (comme
illustré dans (Yang et al. 2015)), un controle encore trop rarement effectué en raison de

son colit.

1.3 Variations interspécifique et intragénomique du

taux de mutation

Les technologies de séquencage actuelles nous permettent d’avoir acces au taux de
mutation ainsi qu’au spectre mutationnel pour un grand nombre d’especes, mais également
pour différentes souches d’une méme espece ou pour différents types cellulaires. Ce large
nombre d’évenements a disposition permet également d’étudier plus finement comment
le taux de mutation est distribué le long du génome et quelles forces (épi)génomiques

peuvent l'influencer.

1.3.1 Variation du taux de mutation entre organismes

Dans la mesure ou les indels et variations structurales restent encore complexes a
identifier dans les produits de séquencage traditionnels, seul le taux de mutation affec-
tant un seul site (single-base substitutions) a pu étre estimé de fagon robuste chez un
grand nombre d’especes procaryotes comme eucaryotes. Une liste des taux de mutations

disponibles a ce jour pour une sélection d’organismes est présentée TABLE 1.1. Il peut
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étre observé que le taux de mutation (par site, par génération) varie de pres d’'un facteur
1000 au travers de l'arbre du vivant, allant de 10" substitutions/site/génération chez les
Archées ou la Paramécie a 10® chez ’'Homme. Ce dernier taux se traduit par pres de 100
SBS distinguant le génome d’un nouveau-né de celui de ses parents (contre un seul SBS
par génération chez Arabidopsis par exemple), donc un nombre conséquent de mutations
introduites dans les populations humaines a chaque génération, ce qui pose en creux la
question de leur fardeau génétique (genetic burden). Néanmoins, il s’agit de souligner
qu'une fois mis en regard des autres forces évolutives a ’ccuvre et notamment de la taille
effective des populations (voir plus bas), le taux de mutation dans la lignée germinale des
populations humaines ne se révele plus étre excessivement élevé, contre-carrant le quali-

ficatif de “human exceptionalism* qui lui a longtemps été accolé (Lynch 2016).

Afin d’expliquer ces disparités inter-especes, plusieurs hypothéses ont pu étre avancées,
lesquelles ont trait a la biochimie et a la physiologie des organismes (temps de génération,
taux métabolique, réparation de ’ADN) ou se fondent sur des concepts de génétique des
populations (barriere de dérive) (Baer et al. 2007 ; Lynch 2011) :

e L’hypothese du “temps de génération” se fonde sur le principe que la réplication est
une source primaire de mutations. A taux de mutation par division cellulaire iden-
tique, un organisme qui atteint la maturité reproductive plus tot transmettra moins
de mutations a sa descendance qu'un organisme dont la lignée germinale a effectué
des mitoses additionnelles. (Bromham et al. 1996 ; Mooers et al. 1994 ; Ohta 1993)
Une illustration de cette hypothese est le “male mutation bias” (Ellegren 2007) :
en raison du caracteére continu de la spermatogenese tout au long de la vie d’un
individu (environ 20 divisions par an, contre 30 divisions au total pour I'oogenése),
80% des 100 mutations ponctuelles portées par un nouveau-né seront portées par
I’allele paternel, et similairement 'effet de 1’dge du pere sur 'apparition de ma-

ladies génétiques est un parametre bien connu (Kong et al. 2012 ; Venn et al. 2014).

e [’hypothese du “taux métabolique” trouve son origine non pas dans la réplica-
tion comme source d’erreurs, mais dans la présence d’agents mutagenes endogenes
comme les radicaux libres (reactive oxygen species).Selon cette hypothese, les orga-
nismes présentant des taux métaboliques (les proxys en étant la respiration ou la
masse corporelle) plus élevés vont produire plus de radicaux libres, d’ou une aug-
mentation des dommages & I’ADN provoqué par ce stress oxydatif et donc un taux
de mutation plus élevé (Martin et Palumbi 1993 ; Nunn et al. 1998). Cette théorie
est notamment soutenue par le fait que les vertébrés a sang chaud présentent des
taux métaboliques ainsi que des taux d’évolution plus élevés que ceux a sang froid,

et pourrait également expliquer 1'origine du taux de mutation bien plus élevé dans
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les mitochondries, siege de la respiration, que dans le génome nucléaire.

L’hypothese de la “réparation de ’ADN” propose que plus le systéeme de réparation
des dommages a I’ADN d’un organisme est efficace, plus son taux de mutation sera
faible, dans la mesure ou un plus grand nombre de mutations sera corrigé avant le
passage a la génération suivante. Ce phénomene est particulierement bien illustré
par la comparaison des taux de mutation entre procaryotes et virus : ces derniers,
qui ne disposent pas de polymérases avec une activité proofreading, présentent un
taux de mutation tres élevé, de I'ordre de 10 & 10® mutations par site par géné-
ration pour les virus & ADN et jusqu’a 10 a 10 pour les virus & ARN (Sanjudn
et Domingo-Calap 2016 ; Sanjuan, Nebot et al. 2010).

L’hypothese de la “barriere de dérive” (Lynch 2011 ; Sung, Ackerman, Miller et al.
2012) se fonde sur un parametre de génétique des populations, la taille efficace
des populations (Ne), laquelle va déterminer le “rapport de force” entre dérive
génétique et sélection naturelle quant au devenir des variants ADN apparus par
mutation dans une population. Ainsi, dans les populations a Ne élevé, la sélection
prend le pas sur la dérive, tandis que cette derniere sera prédominante dans les
populations ot Ne est faible. Cette théorie confronte le cotit de I'investissement
dans des mécanismes de réparation de ’ADN plus fidéles (donc le coiit de la sé-
lection qui y est associée) avec lefficacité avec laquelle ces innovations pourront
étre sélectionnées (donc la force de la dérive dans la population). Dans ce contexte,
les organismes présentant un Ne élevé auront un taux de mutation moindre que
ceux a Ne faible, ce puisque dans ces dernieres populations I'investissement dans
des innovations moléculaires qui permettraient de réduire le taux de mutation est
contrebalancé par une dérive forte.

La force de ce cadre théorique est qu’il permet d’unifier les patrons observés au
travers de 'arbre du vivant (bactéries, eucaryotes uni- et multi-cellulaires, voir F1-
GURE 1.8) en une relation linéaire simple valable pour tous les organismes analysés
a ce jour : le taux de mutation dans la fraction du génome sous sélection (approxi-
mée par la fraction codant pour des protéines) est inversement proportionnelle a
la taille efficace de la population (Lynch, Ackerman et al. 2016 ; Sung, Ackerman,
Miller et al. 2012).
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TABLE 1.1 — Taux de mutation (substitutions) par site par génération pour une sélection
d’organismes, obtenus par approches d’accumulations de mutation. Les étoiles indiquent

des estimations basées sur des systemes rapporteurs.

Taux de substitution

Espece (par site, par Tfullo du Référence
. génome (Mb)
génération)

Homo sapiens (8) 1,35.10°® 3300,00 (Campbell et al. 2012)
Pan troglodytes (11) 1,20.10°8 3524,00 (Venn et al. 2014)
Aotus nancymaae 8,10.107 2861,68 (Thomas et al. 2018)
Oryza sativa (10) 7,10.107° 389,00 (Yang et al. 2015)
Arabidopsis thaliana (2) 6,95.10° 119,70 (Ossowski et al. 2010)

Eucaryotes Apis mellifera (1) 6,80.10° 262,00 (Yang et al. 2015)

multicellulaires | Daphnia pulex (5) 5,69.10° 250,00 (Keith et al. 2016)
Mus musculus (9) 5,40.107 2717,00 (Uchimura et al. 2015)
Drosophila melanogaster (6) 5,17.10° 168,70 (Schrider et al. 2013)
Heliconius melpomene (7) 2,90.107 273,79 (P. D. Keightley et al. 2015)
Caenorhabditis elegans (4) 1,45.10 100,30 (Denver et al. 2012)
Caenorhabditis briggsae (3) 1,33.10° 104,00 (Denver et al. 2012)
Neurospora crassa™® (14) 4,10.10° 38,64 (Lynch 2010a)
Plasmodium falciparum™ (16) 2,08.107 22,85 (Lynch 2010a)

Eucarvotes Trypanosoma brucei* (19) 1,38.10° 26,08 (Lynch 2010a)

imicellulaires Chlamydomonas reinhardtii (13) | 3,80.10°10 111,10 (Ness et al. 2015)

’ Saccharomyces cerevisiae (17) 2,63.10°10 12,46 (Y. O. Zhu et al. 2014)

Schizosaccharomyces pombe (18) | 2,17.10°1° 19,63 (Behringer et al. 2016 ; Farlow et al. 2015)
Paramecium tetraurelia (15) 1,94.10°1 72,09 (Sung, Tucker et al. 2012)
Mesoplasma florum (26) 9,78.10" 0,79 (Sung, Ackerman, Miller et al. 2012)
Helicobacter pylori* (25) 1,90.10° 1,66 (Lynch 2010a)
Staphylococcus epidermidis (32) | 7,40.101° 2,56 (Sung, Ackerman, Dillon et al. 2016)
Mycobacterium smegmatis (27) 5,27.10°10 6,99 (Kucukyildirim et al. 2016)
Deinococcus radiodurans (23) 4,99.1010 3,28 (Long et al. 2015)

Procaryotes Agrobacterium tumefaciens (20) | 2,92.10°1° 5,67 (Sung, Ackerman, Dillon et al. 2016)
Escherichia coli (24) 2,00.10°10 4,64 (Lee et al. 2012)
Mycobacterium tuberculosis® (28) | 1,95.1010 4,41 (Lynch 2010a)
Thermus thermophilus* (33) 1,38.10-10 2,13 (Lynch 2010a)
Vibrio cholerae (34) 1,15.10°10 3,95 (Sung, Ackerman, Dillon et al. 2016)
Pseudomonas aeruginosa (29) 7,92.101 6,53 (Dettman et al. 2016)

FI1GURE 1.8 — Relations linéaires entre taille du génome, Ne, et taux de mutation pour une
sélection de bactéries, eucaryotes unicellulaires et eucaryotes pluricellulaires. Les numéros
se réferent aux organismes listés TABLE 1.1. Extrait de (Lynch, Ackerman et al. 2016).
Figure non reproduite dans la version de diffusion de la these.
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1.3. Variations interspécifique et intragénomique du taux de mutation

1.3.2 Variation du taux du mutation le long du génome

Le taux de mutation ne varie pas seulement entre organismes mais également le long
du génome, un constat qui s’illustre par le fait que les différents types de mutations ne
sont pas distribués uniformément le long des chromosomes (Duret 2009 ; Hodgkinson et
Eyre-Walker 2011 ; Wolfe et al. 1989).

Ces variations locales dans les taux de mutations, aussi appelées RVIMR. ( Regional Varia-
tion in Mutation Rates, (Makova et al. 2015)) s’observent a plusieurs échelles, de varia-
tions dans le taux de mutation d’un nucléotide a I'autre jusqu’a des patrons de mutation
de T'ordre du mégabase. Par ailleurs, comme illustré FIGURE 1.9, elles sont associées a
des propriétés intrinseques de la séquence de 'ADN (contenu local en GC, nucléotides
amont et aval, présence de séquences répétées), mais peuvent également dépendre de
processus cellulaires (réplication, recombinaison, transcription) ou de modifications chro-

matiniennes.

Recombination Nuclear 3D organization

Chromatin organisation
(open vs closed)

NS
( T Replication timing
= IIIIIITIIfIIlII}IIIITIII'_TTT_;T_T‘:_‘—.';{’
ACGATCCAGCGACAGCGGCATTGGGACAGA®
TGCTAGGTCGCTGTCGCCGTAA TGTCTE e Neighbouring nucleotides
IIIIIILIIIIIIIIIIIIIlIIf__;‘__l_‘,-_‘_l_f!j,s-[
! N Local %GC

Modified nucleotides

FI1GURE 1.9 — Récapitulatif des différents facteurs influencant le taux de mutation le long
du génome. Les facteurs associés a des variations locales et a large échelle sont mentionnés
en orange et bleu respectivement. Modifié d’apres (Acuna-Hidalgo et al. 2016).

Un exemple bien connu de cette combinaison entre propriétés du génome et de ’épigé-
nome est le taux élevé de transitions C — T aux cytosines méthylées, dont le mécanisme
est présenté FIGURE 1.10. La méthylation des cytosines, qui sera décrite en plus amples
détails au CHAPITRE 2, est une modification chromatinienne qui consiste en ’ajout post-
réplicatif d’un groupement méthyle sur le carbone 5 de la cytosine. Ces cytosines ainsi

modifiées sont chimiquement plus instables que les C non méthylées, et leur désamination
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Chapitre 1 — Aux origines de la variation génétique : la mutation

spontanée produit une thymine, d’ou un mésappariement G:T qui sera corrigé ou en G:C,
ou en A:T, ce second cas de figure donnant lieu a la formation d’une transition C — T
(Bird 1986 ; Ehrlich et al. 1981 ; Holliday et al. 1993).

Dans les génomes globalement méthylés comme le sont ceux des mammiferes, cette hy-
permutabilité (parfois qualifiée de “CpG effect”) a été associée a I’érosion a ’échelle de
I’évolution du dinucléotide CG, contexte de méthylation préférentiel chez ces organismes
(Bird 1980). Une illustration en est le génome humain, ou hors des “ilots” CpG le di-
nucléotide CG n’est présent qu’a 20% de sa fréquence théorique attendue (Lander et al.
2001). En plus de cette mutabilité accrue conférée par I'ajout du groupement méthyle,
il a pu étre mis en évidence que le contexte nucléotidique local pouvait également in-
fluencer le taux de mutation a ces sites, avec un taux de mutation moindre au sein des
régions GC-riches, probablement en lien avec une meilleure stabilité de la double-hélice
donc une probabilité réduite de désamination (Fryxell et al. 2005). L’accumulation des
données génomiques et épigénomiques a permis d’identifier que la 5mC n’était pas la seule
base modifiée a étre associée a un type de mutation spécifique : ainsi, les 5hmC, produit
d’oxydation des 5mC, présentent quant a elles un taux accru de transversions C — G
(Supek, Lehner et al. 2014).

Cytosine Uracil 5-methylcytosine Thymine
PN PN T i
N N/‘\ e P i O o
& ~w” Deamination & Ao Deamination ¢ S
G:U mismatch G:T mismatch
G:C G:C AT
( J
Y
2P T cyoutionary LT2T T

time

. S & T d'ad

FIGURE 1.10 — Mutabilité accrue des cytosines méthylées. Explications dans le texte. Les
ronds noirs et blancs représentent respectivement les cytosines méthylées et non méthylées,
la disparition du pictogramme indique la disparition de la cytosine.

En plus du contenu local en GC, dont la contribution effective aux patrons de mu-
tation est difficile a déterminer particulierement chez les vertébrés en raison de facteurs
confondants (organisation du génome en isochores, recombinaison), il peut étre observé
que les nucléotides proximaux vont également influencer le taux de mutation du nucléotide
“focal”. L’incertitude réside cependant quant a la fenétre a employer pour définir de tels
effets locaux. Ainsi, s’il est connu depuis longtemps que le taux de mutation va varier d’un

triplet & autre (Blake et al. 1992), des travaux plus récents ont mis en évidence qu’un
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1.3. Variations interspécifique et intragénomique du taux de mutation

contexte a 7 nucléotides expliquait plus en profondeur les patrons de polymorphisme le
long du génome (Aggarwala et al. 2016).

De plus, des effets a plus longue distance ont également été identifiés, sans pour autant
que leur origine exacte ne soit déterminée (Hodgkinson, Ladoukakis et al. 2009). En outre,
il a été proposé que les régions d’hétérozygotie présentent un taux de mutation plus élevé,
une observation qui peut étre expliquée par un mauvais appariement a la méiose (Yang
et al. 2015).

Du c6té des facteurs responsables de variations a plus large échelle, il peut étre constaté
que la transcription influencait le patron de mutation. Ainsi, au niveau des genes active-
ment transcrits, la voie du NER (nucleotide excision repair) va corriger les dommages a
I’ADN, au niveau du seul brin transcrit toutefois. Des lors, 'intervention de ce mécanisme
dit de transcription-coupled DNA repair (TCR) va étre détectée en raison d’un biais mu-
tationnel brin-spécifique (Mugal, Griinberg et al. 2009). Pour autant, il est une seconde
modalité de la transcription qui au contraire va se traduire par un taux de mutation
plus élevé. En effet, il faut garder a l'esprit que la transcription impose de désenrouler
localement la double hélice d’ADN, d’ou un stress de torsion qui peut se traduire par
des cassures double-brin ainsi qu’a 'exposition de 'ADN simple brin a des mutagenes.
Deux autres modalités associent la transcription a la création de mutations : d’une part
au travers de la collision entre fourches de réplication et machinerie de transcription, et
d’autre part en raison du regroupement sous forme de foci dans le noyau des geénes trans-
crits au méme moment, qui peuvent conduire a la formation de SV entre segments issus
de plusieurs chromosomes. De facon similaire, les génes répliqués au méme moment seront
soumis a un stress torsionnel alors qu’ils sont en contact étroit dans le noyau au sein des
foci de réplication. Ainsi, comme illustré FIGURE 1.11, la réplication seule ou de part ses

interactions avec la transcription peut conduire a la formation de SV (Sima et al. 2014).

NER couplée a la transcription de voies de réparation
(transcription-coupled DNA repair) error-prone lors des phases

tardives de la réplication

Taux élevé de mutations
R'? Réparation des mutations ponctuelles causé par le
precoce ponctuelles par la machinerie = > recrutement préférentiel

tardif
Focus de Translocations entre régions : )
transcription transcrites au méme moment Formation de SV du 1a!t
du fait de la proximité physique des cassures double-brins
Focus de de sites de cassures double-brin provoguees paf Ie§ collisions
P au sein des foci de transcription entre les machineries de
réplication réplication et de transcription

F1GURE 1.11 — Liens entre taux de mutation et réplication. RD : domaine de réplication.
Modifié d’apres (Sima et al. 2014).
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Un dernier facteur jouant un role non négligeable quant a la variation du taux de
mutation le long du génome est 1'état chromatinien (Makova et al. 2015).
La richesse de données génomiques et épigénomiques pour différents types de cancer ont
permis a ce jour d’obtenir un panorama précis de I'impact des différentes modifications
chromatiniennes sur le patron de mutation. Ainsi, il a pu étre décrit que les différentes
modifications chromatiniennes constituaient un déterminant majeur des variations locales
dans le taux de mutation. Notamment, il a été montré que ’état H3K9me3, caractéristique
de I’hétérochromatine compactée, était associé a des taux élevés de mutations ponctuelles,
une corrélation qui persiste au travers des types cancéreux étudiés et qui explique a lui
seul 40% de la variation du taux de mutation (Schuster-Bockler et al. 2012). Comme mis
en évidence peu de temps apres, ce taux de mutation plus élevé dans I’hétérochromatine
s’explique par une accessibilité moindre de ces régions a la machinerie de réparation de
I’ADN : il a pu étre montré qu'un rétablissement de la transcription dans les régions hété-
rochromatiques suffisait a restaurer I’accessibilité aux machineries du DNA repair (Zheng
et al. 2014), et plus précisément a la machinerie du MMR, dont l'acces aux différentes
fractions du génome sous-tend pour partie la variation dans le taux de mutation le long
du génome (Supek et Lehner 2015).
Ainsi, les facteurs associés a la variation des taux de mutation le long du génome sont
multiples et souvent interconnectés, rendant la détermination de la contribution des uns
et des autres au RVIMR particulierement ardue (Makova et al. 2015).
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CHAPITRE 2

De la chromatine a I’épigénomique

L’existence d’états chromatiniens différentiels chez les eucaryotes et les propriétés gé-
nériques qui y sont associées ont été mentionnées brievement dans la section précédente du
manuscrit. Dans ce chapitre, je décrirai plus en détails 1’épigénome d’Arabidopsis, et plus
particulierement une modification chromatinienne spécifique, la méthylation de ’ADN.
Je présenterai également 'état des connaissances concernant les modifications ciblées de

I’épigénome.

2.1 La chromatine, plus qu’une structure d’empaque-
tage de ’TADN

2.1.1 Aspects historiques

Chez les eucaryotes, ’ADN génomique est organisé autour de protéines histones en un
complexe nucléoprotéique appelé chromatine, dont la fonction premiere est de parvenir
a un niveau de compaction suffisamment élevé pour faire entrer une molécule d’ADN de
I'ordre du metre dans un noyau de quelques microns de diametre. Le terme “chromatine”
est introduit pour la premiere fois en 1882 par Flemming en raison de la capacité forte
présentée par ces structures du noyau a retenir les colorants (chromos, couleur) en micro-
scopie (voir (Paweletz 2001) et (D. Olins et al. 2003) pour revue). L’existence de différentes
“formes” de chromatine est ensuite établie par Heitz en 1928 : au moyen d’approches cy-
tologiques, ce dernier a pu mettre en évidence des régions chromosomiques qui restent
condensées tout au long du cycle cellulaire, qu’il a qualifié d’hétérochromatine, par oppo-
sition a I’euchromatine qui correspond aux régions qui se décondensent et deviennent peu

a peu invisibles en microscopie au cours de 'interphase (voir (Passarge 1979) pour revue).

Ces observations ont conduit Heitz a émettre des 1929 ’hypothese que 1’hétérochro-
matine, systématiquement maintenue dans un état compacté, puisse correspondre a un
état fonctionnellement inactif du génome (voir (Passarge 1979) pour revue). L’hétérochro-
matine sera par la suite divisée entre hétérochromatine constitutive et facultative, ce afin
de distinguer les régions qui sont systématiquement dans un état condensé sur les deux

homologues et dans tous les types cellulaires (a 'exemple des centromeéres) des régions
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qui peuvent alterner entre état actif et inactif au cours du développement ou d’un type

cellulaire a autre.

Si la fonction de la chromatine est donc pressentie des les années 30, sa structure ne
sera résolue que plus tard, au bénéficie des progres de la microscopie : en microscopie
électronique, la chromatine apparait sous la forme d’une structure répétitive de 11nm de
diametre ayant I'aspect d'un “collier de perles”. Ces perles prendront par la suite le nom de
nucléosome (A. Olins et al. 1974 ; D. Olins et al. 2003) et leur structure cristallographique
sera affinée dans les années 90 (Luger et al. 1997 ; Richmond et al. 1984). Les nucléosomes
constituent le premier niveau de compaction de la chromatine, qui va ensuite subir des
repliements additionnels jusqu’a atteindre un niveau de compaction ultime sous la forme

d’un chromosome métaphasique (FIGURE 2.1).
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FIGURE 2.1 — Les différents niveaux de compaction de la chromatine. Adapté de (D. Olins
et al. 2003).

2.1.2 Structure et composition de la chromatine

Le nucléosome, unité de base de la chromatine, correspond a I’enroulement de 147 pb
d’une molécule d’ADN (soit environ deux tours) autour d’un octamere d’histones. Cet
octamere, illustré FIGURE 2.2, est une structure protéique globulaire comprenant deux
exemplaires de chacune des histones H2A, H2B, H3 et H4, sous la forme de deux hétéro-
dimeres H2A-H2B et deux hétérodimeres H3-H4 (Luger et al. 1997).

Les régions N-terminales (aussi dites queues amino-terminales) des histones sont exposées
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a l'extérieur du nucléosome et peuvent étre modifiées de maniere post-traductionnelle,
par exemple au travers de I'ajout d’'un ou plusieurs groupements méthyle ou acétyle sur
certains résidus (Luger et al. 1997). Ces modifications post-traductionnelles sont cova-
lentes et réversibles, et elles vont ainsi influencer localement le niveau de compaction de
I’ADN, tout comme le remplacement des histones canoniques (mentionnés ci-dessus) par
des variants spécifiquement associés a des situations particulieres (FIGURE 2.2). Quelques
exemples en sont H2A.X, qui remplace H2A aux sites de cassure double-brin, ou bien
cenH3, variant de H3 spécifique des régions centromériques.

Cette succession de nucléosomes, séparés les uns des autres par un segment d’ADN appelé
“linker” de taille variable selon les organismes (entre 20 et 90 pb environ) ne constitue
que la premiere étape de compaction de ’ADN. Par la suite, cette structure va subir une
compaction additionnelle pour former la fibre chromatinienne de 30 nm, dans laquelle
les nucléosomes s’enroulent en solénoide ou en zigzag. Ce niveau de compaction modéré
est celui observé dans ’euchromatine, et la stabilisation de la structure est favorisée par
I’histone H1, dit histone “linker”, qui relie le nucléosome aux portions d’ADN linker qui
I'entourent (Harshman et al. 2013). Dans les régions hétérochromatiques, cette fibre subit
des repliements additionnels dont le détail biophysique est a ce jour encore débattu; le
niveau maximal de compaction étant atteint en métaphase sous la forme des chromosomes

tels que visibles en microscopie (FIGURE 2.1).
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FIGURE 2.2 — Modifications post-traductionnelles et variants d’histones chez Arabidopsis.
A. Représentation des principales modifications post-traductionnelles d’histones. Ac, Me,
Ph indiquent I'ajout d’un ou plusieurs groupements acétyle, méthyle ou phosphate sur
les différents résidus, majoritairement des lysines (K). B. Représentation des différents
variants associés a chaque histone canonique.
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Il est a noter que l'euchromatine et I'’hétérochromatine ne sont pas distribuées au
hasard dans le génome. Ainsi, comme illustré FIGURE 2.3, chez Arabidopsis thaliana,
I’euchromatine correspond aux bras chromosomiques riches en geénes tandis que 1’hété-
rochromatine va étre essentiellement localisée au niveau des régions centromériques et
péricentromériques riches en séquences répétées. Dans le noyau interphasique, ’hétéro-
chromatine apparait sous la forme de foci denses au microscope appelés chromocentres,

au nombre de 6 a 10, d’ou partent des boucles d’euchromatine (Fransz et al. 2002).

FI1GURE 2.3 — Organisation du génome et de la chromatine chez Arabidopsis thaliana.

A. Représentation schématisée des 5 chromosomes d’Arabidopsis (2n=10), accession Col-
0. Les longueurs des chromosomes sont figurées sous chacun d’eux. Les régions péricen-
tromériques sont indiquées en vert, les régions centromériques (constituées de répétitions
de 180pb) en gris. Les loci d’ADNr 45S (bleu) sont portés par les chromosomes II et
IV, les loci d’ADNr 5S (rouge) par les chromosomes III, IV et V. B. Organisation en
microscopie du noyau d’Arabidopsis (gauche) et schéma d’un chromocentre du chr IV
(droite). Le marquage DAPI fait apparaitre une dizaine de structures d’hétérochromatine
fortement condensées, appelées chromocentres (cc). L’euchromatine apparait en gris dif-
fus, le nucléole n’est pas visible au marquage au DAPI. Echelle : 5um. Les chromocentres
regroupent les structures hétérochromatiques, desquelles sont extrudées les régions d’eu-
chromatine sous forme de boucle (gris foncé) : ainsi, les régions transcriptionnellement
actives du 45S et du 5S extrudent respectivement vers le nucléole et le compartiment
euchromatique. Extrait de (Benoit et al. 2013). Figure non reproduite dans la version de
diffusion de la these.
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2.1.3 Etats chromatiniens et épigénome

La composition de la chromatine en marques chromatiniennes et variants d’histones
le long du génome est appelée ’épigénome. Ainsi, si toutes les cellules d'un organisme
pluricellulaire posseédent (aux mutations pres) la méme séquence d’ADN, chaque type
cellulaire présente un épigénome qui lui est propre, qui peut varier au cours du cycle cel-
lulaire, mais également en réponse a des signaux internes (développementaux) ou externes
(environnementaux) (Roudier, F. Teixeira et al. 2009 ; W. Xie et al. 2013; Y. Zhang et al.
2018).

A ce jour, plusieurs centaines de modifications d’histones ont pu étre identifiées, d’ou

un nombre quasi-infini de combinaisons possibles. Néanmoins, il peut étre observé que la
majorité des modifications vont préférentiellement s’associer en un nombre restreint de
combinaisons, permettant des lors de définir un nombre réduit d’états chromatiniens. Il
a ainsi pu étre proposé que la complexité de la chromatine puisse étre réduite a cinq et
six états chromatiniens principaux chez la Drosophile et ’'Homme respectivement (Filion
et al. 2010 ; Rao et al. 2014).
L’organisation chromatinienne d’Arabidopsis (FIGURE 2.4) apparait étre similaire : I'ana-
lyse combinatoire de 12 marques chromatiniennes a permis la définition de quatre états
chromatiniens principaux, chacun d’entre eux se caractérisant par une combinaison spé-
cifique de marques chromatiniennes et étant préférentiellement associé a certaines anno-
tations génomiques (Roudier, Ahmed et al. 2011).

Ainsi :

e L’état CS1 (Chromatin State 1) est principalement associé aux genes transcription-
nellement actifs. Il se caractérise par un enrichissement en di- et triméthylation de
la lysine 4 de I’histone H3 (H3K4me2/3), triméthylation de la lysine 9 de I’histone
H3 (H3K9me3), monoubiquitination de 'histone H2B (H2Bub), triméthylation de
la lysine 36 de I’histone H3 (H3K36me3) et I'acétylation de la lysine 56 de I’histone
H3 (H3K56ac). Un signal de méthylation de 'ADN peut également étre détecté
sur quelques domaines CS1.

o [’état CS2 est principalement associé aux genes réprimés ciblés par le complexe
PRC2. 1l se caractérise par un enrichissement en H3K27me3, marque spécifique-
ment déposée par les complexes Polycomb.

e [’état CS3 peut étre interprété sur le plan cytologique comme les régions qui
forment 1’hétérochromatine. Il se caractérise par un enrichissement en H3K9me2,
H3K27mel/2, H4K20mel et en ADN méthylé, et correspond aux ET transcrip-
tionnellement inactivés.

e [’état CS4 ne présente aucun enrichissement particulier en une marque chromati-

32



2.1. La chromatine, plus qu’une structure d’empaquetage de ’ADN

nienne et semble légerement associé aux régions intergéniques. Il peut étre inter-
prété comme indiquant une absence d’activité transcriptionnelle.
A T'exception de ’état CS3, qui forme de large blocs au niveau des régions péricentromé-
riques et du knob du chromosome 4, les états CS1, 2 et 4 sont associés a des domaines de
petite taille (de 'ordre d’une unité transcriptionnelle) qui alternent sans ordre apparent
le long des chromosomes (FIGURE 2.4). Il est a noter que cette organisation differe de
celle observée chez les mammiferes ou chez la Drosophile.
Cette vision a depuis été enrichie par la prise en compte de marques chromatiniennes ad-
ditionnelles, notamment des variants d’histones (Sequeira-Mendes et al. 2014; C. Wang
et al. 2015). Cela a abouti a la définition de 9 a 11 états chromatiniens, lesquels donnent
lieu a une caractérisation affinée des genes transcriptionnellement actifs en permettant de
distinguer promoteur, site de démarrage de la transcription (T'SS) et corps du gene ; sans

pour autant invalider la description originelle a 4 états.
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FIGURE 2.4 — Etats chromatiniens chez Arabidopsis : composition et distribution géno-
mique.

D’apres (Roudier, Ahmed et al. 2011). A. Composition des quatres états chromatiniens
(CS1-4) en les 12 modifications chromatiniennes étudiées par ChIP- ou MeDIP-chip. Les
modifications représentatives de chaque CS sont indiquées par un gradient de couleurs.
B. Proportions relative de genes, ET et régions intergéniques dans chaque CS le long du
chromosome 4. C. CS et expression des genes. Le pourcentage de sondes associées a cha-
cun des CS est donné pour chaque niveau d’expression. D. Distribution des quatre CS le
long du chromosome 4 et détail d’une région d’euchromatine. La couleur de chaque sonde
(panel du haut) illustre son appartenance a I'un ou l'autre des CS.
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2.2 La méthylation de ’ADN

2.2.1 Généralités

La méthylation de ’ADN est I'une des modifications chromatiniennes les mieux dé-
crites a ce jour. Elle concerne majoritairement les cytosines et consiste en 1’ajout par des
enzymes spécifiques, les méthyltransférases, d’'un groupement méthyle sur le carbone n°5

des cytosines, a partir du substrat donneur S-adénosylméthionine.

NH; NH,
| SAM-CH; SAM CH,
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Cytosine 5-Methyicytosine

FIGURE 2.5 — Méthylation en C5 de la cytosine.
DNMT, DNA méthyltransférase ; SAM, S-adénosylméthionine

D’importantes différences peuvent étre observées entre les patrons de méthylation des
plantes et des mammiféres (FIGURE 2.7). Tandis que chez les mammiféres, la méthyla-
tion de ’ADN est répartie sur I’ensemble du génome et concerne presque uniquement les
cytosines en contexte CG (Z. Chen et al. 2011 ; Suzuki et al. 2008), chez les plantes, cette
modification est plus particulierement retrouvée au niveau des séquences répétées (Cokus
et al. 2008 ; Lister et al. 2008 ; X. Zhang, Yazaki et al. 2006), et les trois contextes de
séquence (CG, CHG et CHH, ou H = A, T ou C) peuvent étre ciblés par la méthylation.
Ainsi, le fait que seules 6% des cytosines d’Arabidopsis soient méthylées s’interpréte en
regard du faible contenu en ET dans son génome (FIGURES 2.6 et 2.7). On peut égale-
ment constater que les différents contextes sont méthylés dans des proportions distinctes
(FIGURE 2.6), qui peuvent par ailleurs varier en fonction des stades développementaux
(Bouyer et al. 2017 ; Kawakatsu, Nery et al. 2017 ; Luo et al. 2018 ; H. Zhang et al. 2018).
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FIGURE 2.6 — Distribution génomique de la méthylation de ’ADN chez Arabidopsis.

A. Répartition dans les trois contextes de séquence (CG, CHG, CHH) des cytosines du
génome (haut) et de la fraction méthylée (bas) (Cokus et al. 2008 ; Lister et al. 2008). B.
Distribution des geénes, des éléments transposables (haut) et de la méthylation de ’ADN

(bas) le long du chromosome 1. La région péricentromérique est figurée par un rectangle
gris foncé.

Mammiferes (ex. H. sapiens)

Plantes au génome pauvre en séquences répétées (ex. A. thaliana)
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Plantes au génome riche en séquences répétées (ex. Z.mays)
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FIGURE 2.7 — Représentation schématique des profils type de méthylation de I’ADN chez
I’Homme, Arabidopsis et le Mais. On notera la méthylation sur la majorité des sites CG
a 'exclusion des ilots CpG chez I'Homme, lesquels sont situés dans les promoteurs des
genes et ne sont méthylés que de maniere spécifique au cours du développement ; ainsi
que les différences dans la densité en ET entre Arabidopsis et le Mais.
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2.2.2 Roébles de la méthylation de ’ADN
Répression de P’activité des éléments transposables

Comme nous I’avons vu précédemment, les ET sont susceptibles de poser des menaces
majeures quant au maintien de 'intégrité des génomes. Une fonction générique de la mé-
thylation de I’ADN, quel que soit 'organisme considéré, a a voir avec le maintien a 1’état
transcriptionnellement inactif des éléments transposables.

Aussi, chez Arabidopsis, I’hétérochromatine péricentromérique ainsi que les quelques élé-
ments transposables dispersés le long des bras chromosomiques sont fortement méthylés
dans les trois contextes. Chez les mutants défectifs pour la méthylation de ’ADN, une
dérépression transcriptionnelle des ET est ainsi observée, sans pour autant qu'une trans-
position extensive n’ait été observée a ce jour, un patron qui peut étre expliqué par la
présence de mécanismes de régulations post-transcriptionnels. Il est a noter que le patron
de dérépression est différent d’'un mutant a I’autre, mettant en exergue la complexité a la
fois de la machinerie de méthylation et de la régulation de I'expression des ET.

Il est par ailleurs a noter que d’autres organismes ont évolué des moyens de défense contre
les ET allant au-dela de la méthylation de ’ADN ou des autres modifications chromati-
niennes répressives. Plus particulierement, le champignon Neurospora crassa emploie le
RIP (repeat-induced point mutation), qui combine mutations C:G — T:A et méthylation
des quelques cytosines restantes afin d’inactiver les séquences répétées non plus seulement
transcriptionnellement, mais également “en dur” par induction de mutations dans la sé-
quence de ’ADN. Si le RIP semble étre une stratégie particulierement efficace dans la
mesure ol aucun transposon actif n’a été identifié chez cet organisme a ce jour, le prix a
payer est que toutes les séquences répétées quelles qu’en soit leur nature vont étre ciblées,

ce qui constitue un frein a I'évolution du génome (Galagan et al. 2004).

Régulation de I’expression génique

La contribution de la méthylation de ’ADN a la régulation de ’expression génique
differe radicalement entre plantes et mammiferes.
Chez ces derniers, comme illustré FIGURE 2.7, des patchs de dinucléotides CG, appelés
flots CpG, sont situés au niveau des séquences promotrices des genes et la méthylation
dynamique de ces structures au cours du développement ou d’une cellule a 'autre va
étre associée a I'expression ou a la répression transcriptionnelle des genes. A 1'opposé, il
n’existe pas d’illots CpG chez les plantes, et les génes dont 1’expression apparait régulée
par la méthylation se révelent étre accolés a des séquences répétées, a 'exemple de FIWA
(voir CHAPITRE 3). Aussi, la contribution de la méthylation de ’ADN & I’expression des
genes chez les plantes peut étre vue comme un sous-produit de la présence d’'ET a proxi-
mité, lesquels sont les cibles primaires de la méthylation.

Une conséquence en est que la majorité des mutants de méthylation sont embryoniques
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létaux ou présentent des phénotypes drastiques chez les mammiféres, mais sont parfaite-
ment viables chez Arabidopsis. Une exception en est le Mais chez lequel des altérations
phénotypiques importantes peuvent étre décrites dans les mutants de méthylation. Ces
observations peuvent néanmoins étre expliquées par 'importante proportion d’éléments
transposables dans le génome de cet organisme (FIGURE 2.7), d’ou un grand nombre de

genes se retrouvant a proximité d’ET et donc sous le controle de leur état de méthylation.

Méthylation du corps des genes

Comme mentionné précédemment, un signal de méthylation de 'ADN est détecté
ponctuellement dans les régions CS1, qui correspondent aux genes transcriptionnellement
actifs.

Cette méthylation du corps des genes (gene body methylation, gBM) concerne pres d'un
tiers des genes chez Arabidopsis et se caractérise par de la méthylation en contexte CG
qui va étre répartie le long du corps du gene, essentiellement au niveau des exons, tandis
que les sites d’intiation et de fin de la transcription vont en étre dépourvus (Bewick et
R. J. Schmitz 2017). A 'opposé de I'extinction transcriptionnelle retrouvée au niveau des
ET, les génes présentant de la gBM correspondent a des genes constitutivement exprimés
a des niveaux modérés (Bewick et R. J. Schmitz 2017 ; H. Zhang et al. 2018). L’analyse de
mutants de méthylation affectés pour le gBM suggere qu'un effet sur le niveau d’expression
des genes est a exclure, et si plusieurs fonctions dont la régulation de 1’épissage alternatif
et la stabilisation de la transcription (Zilberman, Coleman-Derr et al. 2008 ; Zilberman,
Gehring et al. 2007) ont pu proposées, aucune n’a regu de réel support a ce jour (Zilberman
2017). Dans la mesure ou la gBM tend a étre associée aux mémes sets de genes parmi les
différentes plantes vasculaires analysées a ce jour, il semble difficile de nier une possible
importance fonctionnelle, mais le fait qu’au moins deux plantes a fleurs (E. salsugineum
et C. Planisiliqua) en soient intégralement dépourvues (Bewick, Ji et al. 2016) suggere a

minima que son importance biologique au sein des Angiospermes soit espece-dépendante.
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2.2.3 Etablissement, maintenance et effacement de la méthyla-
tion

Au contraire des mécanismes associés au gBM, nous avons a ce jour une vision relati-
vement détaillée bien que non exhaustive des différents acteurs impliqués dans 1’établis-
sement initial de la méthylation puis de sa maintenance post-réplicative au niveau des
séquences répétées (FIGURE 2.8). En fonction du contexte génomique et chromatinien, la
mise en place de la méthylation va étre effectuée par des voies distinctes, qui vont égale-
ment différer par le taux de méthylation qu’elles produisent. Ainsi, les sites CG, CHG et
CHH présentent respectivement des taux de méthylation élevés (>80%), intermédiaires
(40-60%) et faibles (20%) (Cokus et al. 2008 ; Lister et al. 2008).
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FIGURE 2.8 — Etablissement et maintenance de la méthylation de 'ADN au niveau de
séquences répétées. (1), (2) et (3) correspondent respectivement a la maintenance dans
le contexte CG et CHG (1 et 2, détaillés FIGURE 2.10), et a l'établissement et a la
maintenance dans le contexte CHH (3, détaillé FIGURE 2.9).

39



Chapitre 2 — De la chromatine & ’épigénomique

Etablissement

L’établissement de novo de la méthylation dans les trois contextes est effectuée par la
voie dite du RADM (RNA-directed DNA methylation), schématisée FIGURE 2.9 (Matzke
et al. 2014). Cette machinerie fait intervenir deux polymérases spécifiques des plantes,
PollV et PolV. Les transcrits générés par PollV sont pris en charge par la polymérase
ARN-dépendante RDR2 qui synthétise le brin complémentaire. Ces longs ARN double-
brin sont reconnus par DCL3, qui les clive en petits ARN interférents (siRNA) de 24nt.
Chacun des deux brins de ces siRNA est chargé dans un complexe AGO4, qui est ciblé au
locus producteur de siRNA ainsi qu’aux autres locus de méme séquence par ’appariement
entre le siRNA et des transcrits encore mal définis générés a ces locus par PolV. Cette
interaction aboutit in fine au recrutement de la méthyltransférase dite “de novo” DRM2
(DOMAINS REARRANGED METHYLTRANSFERASE2, homologue & Dnmt3 chez les

mammiferes) et & la méthylation des séquences ciblées.

Pol-IV- RADM RDR6- RADM
@ S e R QR
/‘ 24nt \1 \Z 21-22nt l\
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[ 1

a POV a Pol-V &PUI-II
. RDR2 O RDM1 . RDR6
®

O DCL3 DRM2 Q@ oas
- AGO4 de novo methylation in all - AGO1

contexts

FI1GURE 2.9 — Mécanisme du RADM pour I’établissement de la méthylation de novo dans
les 3 contextes et la maintenance dans le contexte CHH. Détails dans le texte.

Plusieurs observations suggerent néanmoins que le recrutement de PollV et PolV puisse
a un locus donné puisse étre dépendant d’une méthylation préalable, ce qui a pu remettre
en question I'implication de ce RADM canonique (ou PollV-RADM) dans Iacquisition de
méthylation de novo plutdot que dans sa maintenance. A la place, il semblerait que ce soit
une forme alternative du RADM, dite RDR6-RADM, qui soit impliquée dans le ciblage
initial d’un locus pour y établir une méthylation de novo. Si la méthylation est la encore
effectuée par DRM2, cette voie implique non plus des siRNA de 24nt mais de 21-22nt,

dérivés de transcrits de Polll, dont le complémentaire est synthétisé par RDR6, et dont
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le clivage puis le chargement fait intervenir DCL4 et AGO1 respectivement (Cuerda-Gil
et al. 2016 ; Fultz, Choudury et al. 2015 ; Fultz et Slotkin 2017 ; Panda et al. 2016).

Maintenance

Les patrons de méthylation établis de novo par le RADM sont ensuite maintenus au
cours des divisions cellulaires au moyen de machineries spécifiques a chaque contexte.
Dans le cas des contextes symétriques, CG et CHG, la méthylation peut étre perpétuée
par maintenance sur le brin opposé au cours de la réplication de ’ADN : apres réplication,
les deux molécules d’ADN double brin sont hémiméthylées en CG ou CHG, c’est-a-dire
méthylées uniquement sur le brin d’origine (FIGURE 2.8).

En contexte CG (FIGURE 2.10, panel de gauche), la méthylation est maintenue par MET1
(METHYLTRANSFERASEI1, homologue & Dnmtl chez les mammiféres), et son action
est favorisée par le facteur VIM1 (VARIATION IN METHYLATION1) qui s’associe phy-
siquement & ’ADN hémiméthylé (Kankel et al. 2003 ; Woo et al. 2007).

En contexte CHG (FIGURE 2.10, panel de droite), la méthylation est maintenue par CMT3
(CHROMOMETHYLASE3), une MTase spécifique aux plantes (Lindroth et al. 2001)). Tl
existe par ailleurs une boucle de renforcement entre CMT3 et KYP (KRYPTONITE), une
histone méthyltransférase impliquée dans le dépdt de H3K9me2 : CMT3 interagit avec
H3K9me2 au travers de son chromodomaine et catalyse la méthylation de la cytosine du
triplet CHG, tandis que KYP se lie a cette cytosine méthylée via son domaine SRA et
dépose H3K9me2 via son domaine SET (Du, Johnson et al. 2014 ; Du, Zhong et al. 2012).

]
K9

@f

®® K9

F1GURE 2.10 — Maintenance de la méthylation en contextes CG, a gauche, et CHG, a
droite. Explications dans le texte.
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A T'opposé, la maintenance en contexte CHH ne peut que s’effectuer au travers d’'un
ré-établissement de novo de la méthylation a ces sites du fait de leur asymétrie. Ce ré-
établissement se fait alors via la voie du RADM canonique décrite plus haut (FIGURE 2.9)
au niveau des ET courts (moins de 500 pb). Au niveau des ET longs (plus de 4kb), seules
les extrémités sont reméthylées par la voie du RADM, tandis que la partie centrale fait
intervenir CM'T2, un paralogue de CMT3 qui de facon similaire a cette derniere interagit
avec H3K9me2 (FIGURE 2.8). Par ailleurs, il a pu étre montré que l'action de CMT2 était
également requise pour la méthylation de certains sites CHG (FIGURE 2.10) de fagon
redondante avec CMT3 (Stroud et al. 2014 ; Zemach et al. 2013).

De plus, la maintenance des patrons de méthylation au niveau des ET (FIGURE 2.8)
va nécessiter 'intervention d’autres facteurs et notamment de DDM1, un facteur de re-
modelage de la chromatine qui va induire une ouverture locale de la chromatine au niveau
des régions hétérochromatiques condensées afin d’y permettre I’acces aux différentes ADN
méthyltransférases et notamment & CMT2 (Jeddeloh et al. 1999 ; Kakutani, Jeddeloh et
Richards 1995; Vongs et al. 1993 ; Zemach et al. 2013).

Effacement

Faute du maintien ou du ré-établissement de la méthylation a chaque division cellu-
laire, celle-ci va étre inexorablement perdue au cours des réplications. A cette déméthy-
lation dite passive s’ajoute une déméthylation active, qui s’effectue selon deux modalités
distinctes entre plantes et mammiferes. Chez ces derniers, la 5mC est tout d’abord oxydée
en 5hmC par I'enzyme TET avant que la machinerie de réparation ne vienne exciser la
base correspondante, tandis que les “déméthylases” des plantes sont des ADN glycosylases
qui reconnaissent puis excisent elles-mémes la 5mC.

Le génome d’Arabidopsis code pour quatre de ces glycosylases, qui peuvent effectuer la
déméthylation dans les trois contextes CG, CHG et CHH : DME (DEMETER), la pre-
miere déméthylase identifiée chez les eucaryotes (Choi et al. 2002), et trois autres enzymes
apparentées : DML2, DML3 (DEMETER-LIKE 2 et 3) et ROS1 (REPRESSOR OF SI-
LENCING 1) (Gehring et al. 2009; J. Zhu 2009).

Alors que DML2, DML3 et ROS1 sont exprimées dans I’ensemble de la plantes, DME pré-
sente une fenétre d’expression restreinte au cours du développement (expression exclusive
dans les cellules associées aux gametes méle et femelle), (Hsieh et al. 2009 ; Park et al.
2017; Schoft et al. 2011), en lien avec une régulation par la méthylation de 'expression
de genes spécifiques au cours du développement.

En effet, ces différentes déméthylases présentent des spécificités de ciblage, qui vont no-
tamment dépendre de caractéristiques chromatiniennes. Ainsi, la déméthylation effectuée
par DME cible majoritairement les ET de petite taille, AT-riches et situés dans les régions

euchromatiques (d’otl une expression altérée des genes a proximité a I'exemple de FWA,

42



2.3. Modifications ciblées de 1’épigénome

décrit CHAPITRE 3) (Frost et al. 2018) ; tandis que ROS1 va étre essentiellement associé
a une déméthylation des extrémités des ET ciblés par le RADM, contrecarrant ainsi un
possible effet sur l'expression des geénes a proximité (Tang et al. 2016; Williams et al.
2015), notamment en raison du mécanisme de spreading au travers duquel la méthylation

associée a 'ET “dépasse” sur les séquences régulatrices des genes proximaux (Ahmed et

al. 2011).

2.3 Modifications ciblées de 1’épigénome

Comme nous ’avons décrit au cours de ce chapitre, les différentes modifications chro-
matiniennes jouent (avec les facteurs de transcription) un role clé dans la régulation
spatio-temporelle de I'activité du génome.

Pour autant, il demeure complexe d’associer 1’état chromatinien d’un locus donné a son
expression et au phénotype qui en découle autrement que par des approches indirectes; a
savoir I’établissement de corrélations entre données transcriptomiques (RNAseq) et épi-
génomiques (WGBS, ChIPseq) pour une diversité de marques et 1'utilisation de transgé-
niques dans lesquels 'expression du gene d’intérét ou le profil global d’une ou plusieurs
marque(s) chromatinienne(s) vont étre altérés. De telles approches présentent deux limites
importantes : d'une part l'interprétation des phénotypes mutants est complexe en raison
des effets confondants potentiels associés a la dérégulation a 1’échelle du génome d’une
modification chromatinienne, et d’autre part elles ne permettent en aucun cas d’établir
un lien de causalité.

Dans ce contexte, la perspective de pouvoir effectuer des modifications ciblées du génome
et de I'épigénome ouvre la porte a une meilleure compréhension du lien entre génotype et

phénotype.

2.3.1 Des protéines a doigts de zinc a CRISPR-dCas9

Depuis la mise en place des premieres protéines de fusion destinées a aller effectuer
des cassures double-brin & un locus d’intérét (Kim et al. 1996), les vingt dernieres années
ont vu se développer d’'importantes avancées dans le domaine dit de 1’édition du génome
et de I’épigénome (Perez-Pinera, Ousterout et al. 2012).

Indépendamment de I'outil employé (FIGURE 2.11), ces approches se fondent sur la com-
binaison d’un domaine de reconnaissance de ’ADN (module de liaison), qui se lie & une
séquence déterminée par I'expérimentateur, et d'un domaine enzymatique (module effec-
teur), qui va permettre d’altérer la séquence du génome ou I’état chromatinien au locus

d’intérét.

Les premieres protéines de fusion développées utilisent des domaines a doigts de zinc
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Trends in Genetics

FIGURE 2.11 — ZFP, TALE et CRISPR/Cas9. Les modules effecteur et de liaison a I’ADN
sont figurés en bleu et vert respectivement. Les spécificités de chacun de ces systémes sont
détaillés dans le corps du texte. Extrait de (Kungulovski et al. 2015).

(Zinc Finger, ZF), un type de domaine protéique responsable de la liaison & 'ADN des
facteurs de transcription eucaryotes. Chaque domaine ZF, d’environ 3kDa, reconnait une
combinaison de trois nucléotides, et la combinaison de plusieurs domaines ZF va permettre
de cibler une région précise dans I’ADN. Si le faible encombrement stérique engendré par
leur petite taille garantit une bonne efficacité, seules les régions du génome pour lesquelles
une combinaison de triplets auxquels correspondent un domaine ZF peuvent étre ciblées,
ce qui restreint la modularité de cette approche, sans compter la difficulté associé au de-
sign et au clonage des différents domaines ZF.

Une amélioration substantielle est apportée avec la mise en évidence des TALE ( Transcrip-
tion Activator-Like Effector) chez la bactérie Pseudomonas. Les TALE sont constituées
d’une succession de répétitions de résidus protéiques, chacun d’entre eux (d’une taille
d’environ 50kDa) étant spécifique d’un seul nucléotide, ce qui simplifie grandement le
code séquence protéique-séquence ADN et permet en théorie de dessiner une TALE pour
chaque séquence possible du génome. Néanmoins, comme dans le cas des ZFP (Zinc-
Finger Protein), le module de liaison et le module effecteur sont partie intégrante d’une

méme protéine, et changer le module effecteur ou la séquence ciblée va nécessiter de re-
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dessiner /recloner une protéine entiére, soit donc un travail laborieux. Dans ce contexte,

larrivée du systeme CRISPR/Cas représente une avancée majeure.

Les séquences CRISPR (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats)
et les protéines Cas (CRISPR-associated protein) constituent les composants du systéme
immunitaire adaptatif des Procaryotes et des Archées, avec des variantes en fonction des
especes. Le systeme CRISPR/Cas de type II d’ot dérivent les technologies d’édition du gé-
nome est constitué des acteurs suivants : des ccRNA (CRISPR-RNA), qui sont transcrits
a partir des séquences CRISPR, une protéine Cas9 d’environ 160kDa a activité nucléase,
et des tractRNA (trans-activating crRNA) qui relient la Cas9 et le ctcRNA. Le ctRNA a
la capacité a s’hybrider a une région d’ADN d’une vingtaine de nucléotides dont il est
le complémentaire et qui est précédée d'une séquence PAM (NGG, ou N peut étre A, T,
C ou G), et la liaison du complexe Cas9-crRNA-tracrRA a cette région va conduire a la
formation d'une coupure double-brin a un site précis au sein de la région de complémen-
tarité (FIGURE 2.12).

5gRNA
(tracrRNA-crRNA
chimera)

Genome
specific
SgRNA
sequence

N

. ’III||||||||||||.
ﬁ b

Cas9 Nuclease PAM(5'-NGG-3')

FIGURE 2.12 — Les différents composants du systeme CRISPR/Cas9

Ce systeme présente de nombreux avantages pour 1’édition du génome ou de 1’épigé-
nome : le module de liaison étant un acide nucléique, son design est bien plus facile que
celui d’une protéine et les effets off-target peuvent étre prédits plus précisément ; tandis
que la séparation des modules effecteur et de liaison permet de cibler aisément plusieurs
régions du génome a la fois. Des développements techniques, conduisant pour I'un au rem-
placement du duplex crRNA-tracrRNA par un guide unique (single guide RNA, gRNA,
FIGURE 2.12) et pour lautre a la création d’'une forme catalytiquement inactive de la
protéine (dCas9, dead Cas9), qui peut alors étre liée a différents effecteurs, vont par la
suite diversifier et faciliter plus encore 'utilisation du systeme CRISPR/(d)Cas9 pour

I’édition du génome et de I'épigénome.
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2.3.2 Edition de I’épigénome médiée par dCas9 : considérations

techniques

Depuis les premieres tentatives de ciblage locus-spécifique d'une activité enzymatique
par approche CRISPR/dCas9, les deux composantes de ce systéme ont bénéficié de déve-
loppements techniques importants visant a améliorer I'efficacité de la modification recher-
chée, par exemple une répression transcriptionnelle du locus d’intérét. Plusieurs stratégies

ont été mises en place en ce sens, les trois dernieéres sont illustrées FIGURES 2.13 et 7.7 :

e La fusion de plusieurs domaines effecteurs, identiques ou de fonctions similaires,
a une méme protéine dCas9. Il s’agit d’'une approche a présent standard dans
le cadre de I'emploi d'une fusion dCas9-GFP pour obtenir un meilleur signal en
microscopie, par exemple dans le cadre de ’analyse de la localisation nucléaire d’un
locus d’intérét (X. Ma et al. 2015 ; Pradeepa et al. 2016)

e L’emploi de multiples ARN guides ciblant la région d’intérét. L’objectif est ici
d’effectuer un tiling de la région pour amplifier 'effet recherché voire promouvoir
le spreading de la modification induite aux sites adjacents (C. Liu et al. 2016;
Morita et al. 2016 ; Perez-Pinera, Kocak et al. 2013 ; Thakore et al. 2015).

e Le recours au systeme SunTag (Tanenbaum et al. 2014). Le SunTag correspond a
un ensemble de répétitions d’un peptide, dont ’épitope est reconnu par un anti-
corps minimal (ScFv). En fusionnant le SunTag avec la dCas9 et I'anticorps avec
Ieffecteur, il va étre possible de recruter des copies multiples de l'effecteur, qui
peuvent par ailleurs agir plus loin qu’au site de liaison (Morita et al. 2016).

e La modification du scaffold (région non variable du guide, correspondant au tra-
crRNA initial) des ARN guides, avec ajout d’'un domaine de reconnaissance ARN-
protéine a l'exemple de MS2. De facon similaire a I'approche SunTag, 'objectif
est de permettre le recrutement d’'un grand nombre d’effecteurs fusionnés avec le

domaine protéique correspondant (Konermann et al. 2015 ; Xu, Tao et al. 2016).

Dans leur ensemble, ces méthodes de multiplexage et de multimérisation, utilisées sépa-
rément ou combinées, surpassent grandement les fusions de “premiere génération” entre
dCas9 et un domaine effecteur unique (Garcia-Bloj et al. 2016 ; Konermann et al. 2015)
et représentent tres probablement le futur de 1’édition de 1’épigénome.

Un autre parameétre important quant a l’altération de la chromatine a un locus donné
est le choix du domaine effecteur : en raison d'une activité catalytique généralement
meilleure (Tahiliani et al. 2009) et du plus faible encombrement stérique, le domaine ca-

talytique seul est généralement préféré a la protéine entiere.

A ce jour, le systeme CRISPR/dCas9 a été employé avec succes pour induire et répri-

mer la transcription a des loci d’intérét, au travers de fusions employant pour domaines
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FIGURE 2.13 — Nouvelle génération de fusions dCas9. Les domaines effecteurs sont repré-
sentés par des cercles bleus. De gauche a droite : fusion dCas9-effecteur classique, SunTag,
scaffold modifié avec un domaine de liaison a une protéine. Modifié d’apres (Brocken et al.
2018)

effecteurs des activateurs transcriptionnels viraux (VP64) ou endogenes (p300) ainsi que
des domaines catalytiques permettant d’altérer les modifications post-traductionnelles
des histones ainsi que le profil de méthylation de ’ADN, cette derniere situation étant
présentée dans le détail dans la section qui suit (voir (Adli 2018; Brocken et al. 2018)
pour revue). Cependant, il peut étre constaté que de facon générale, a effecteur iden-
tique, CRISPR/Cas va étre plus efficace que les TALE pour induire une répression mais
moins pour induire une activation, en possible lien avec I’encombrement stérique associé
au module de liaison a ’ADN employé (X. Liu et al. 2016).

2.3.3 Edition du profil de méthylation de TADN

En combinant I'un des systémes de guidage mentionnés plus haut (ZFP, TALE ou
dCas9) avec un effecteur de type DNA déméthylase ou DNA méthyltransférase, il est
possible d’aller altérer spécifiquement le patron de méthylation d’un locus donné. La
TABLE 2.1 répertorie les différentes approches publiées a ce jour. La majorité des travaux
ont été effectués dans des cellules de mammiferes en culture, et utilisent comme effecteur
le domaine catalytique de la méthyltransférase de novo des mammiferes Dnmt3a, seul
ou en fusion avec Dnmt3L, une protéine de la famille des Dnmt3 dépourvue d’activité
catalytique mais qui stimule celle de Dnmt3a (Chédin et al. 2002). En raison de leur taille
réduite et de leur organisation simple, des méthyltransférases bactériennes ont également
pu étre employées.

Pour la déméthylation ciblée, les domaines catalytiques des enzymes de la famille TET,
responsables de l'oxydation des 5mC préalable a leur excision par la glycosylase TDG chez

les mammiferes, ont été privilégiés, et ce méme chez Arabidopsis (Gallego-Bartolomé et
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TABLE 2.1 — Stratégies d’altération locus-spécifique du patron de méthylation publiées a

ce jour
Type de changement Module Module . ,
de méthylation de guidage effecteur Modele Réference
GAL4/UAS DNMT3B-CD  Cellules humaines en culture (F. Li et al. 2007)
GAL4/UAS DNMT3A-CD  Cellules humaines en culture (F. Li et al. 2007)
ZFP M.EcoHK311 E. coli (Meister et al. 2010)
ZFP M.Hhal E. coli (Chaikind, Kilambi et al. 2012)
ZFP M.Sssl E. coli (Chaikind et Ostermeier 2014)
ZFP DNMT3B-CD  Cellules humaines en culture (F. Li et al. 2007)
ZFP DNMT3A-CD  Cellules humaines en culture (F. Li et al. 2007)
ZFP DNMT3A-CD  Cellules humaines en culture (Cui et al. 2015)
ZFP DNMT3A-CD  Cellules humaines en culture (Kungulovski et al. 2015)
ZFP DNMT3A-CD  Cellules humaines en culture (Nunna et al. 2014)
ZFP DNMT3A-CD  Cellules humaines en culture (Rivenbark et al. 2012)
ZFP DNMT3A-CD  Cellules humaines en culture  (Stolzenburg et al. 2015)
ZFP DNMT3A-3Lsc  Cellules humaines en culture (Siddique et al. 2013)
ZFP SUVH9 A. thaliana (Johnson et al. 2014)
Méthylation TALE M.Sssl Cellules murines en culture (Yamazaki et al. 2017)
TALE DNMT3A-CD  Cellules humaines en culture  (Amabile et al. 2016)
TALE DNMT3A-CD  Cellules murines en culture (Lo et al. 2017)
TALE DNMT3A-3Lsc  Cellules humaines en culture (Bernstein et al. 2015)
TALE DNMT3A-3Lsc Cellules humaines en culture  (Mlambo et al. 2018)
dCas9 M. SssI Cellules humaines en culture  (Xiong et al. 2015)
dCas9 MQI Cellules humaines en culture (Lei et al. 2017)
et embryons de souris
dCas9 DNMT3A Cellules murines en culture  (X. Liu et al. 2016)
dCas9 DNMT3A-CD  Cellules humaines en culture (Vojta et al. 2016)
dCas9 DNMT3A-CD  Cellules humaines en culture (McDonald et al. 2016)
dCas9 DNMT3A-CD  Cellules humaines en culture (Amabile et al. 2016)
dCas9 DNMT3A-CD Cellules humaines et murines (Galonska et al. 2018)
en culture
dCas9 DNMT3A-3Lsc  Cellules humaines en culture (Stepper et al. 2017)
dCas9-SunTag DNMT3A-CD  Cellules humaines en culture (Y.-H. Huang et al. 2017)
dCas9-SunTag DNMT3A-CD  Cellules humaines en culture (Pflueger et al. 2018)
GAL4/UAS ROS1-CD Cellules humaines en culture  (Parrilla-Doblas et al. 2017)
ZFP TDG Cellules murines en culture (Gregory et al. 2013)
ZFP TET2-CD Cellules humaines en culture  (H. Chen et al. 2014)
ZFP TET1-CD A. thaliana (Gallego-Bartolomé et al. 2018)
TALE TET1-CD Cellules humaines en culture  (Maeder et al. 2013)
TALE TET1-CD Cellules murines en culture (Lo et al. 2017)
TALE TET1-CD Cellules humaines en culture  (Amabile et al. 2016)
Déméthylation dCas9 TET1-CD Cellules humaines en culture  (Amabile et al. 2016)
dCas9 TET1-CD Cellules murines en culture (C. Liu et al. 2016)
dCas9 TET1-CD Cellules humaines en culture  (Choudhury et al. 2016)
dCas9 TET1-CD Cellules murines en culture (Okada et al. 2017)
dCas9 TET3-CD Cellules humaines et murines (Xu, X. Tan et al. 2018)
en culture
dCas9-SunTag TET1-CD Cellules humaines en culture ;4o o a1 9016)
et embryons de souris
dCas9-SunTag TET1-CD A. thaliana (Gallego-Bartolomé et al. 2018)

dCas9 /sgRNA-MS2 TET1-CD

Cellules humaines en culture

(Xu, Tao et al. 2016)
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al. 2018) en dépit des différences mécanistiques dans le processus de déméthylation ac-
tive. D’autre part, 'utilisation de la déméthylase des plantess ROS1 n’a été tentée qu’'une
seule fois, dans le cadre d’'une expression transitoire au moyen du systeme UAS/GAL4
(Parrilla-Doblas et al. 2017). Dans leur ensemble, les fusions présentées TABLE 2.1 sont
parvenues a altérer le profil de méthylation du locus ciblé ainsi que I'expression du gene
a proximité, méme si le degré de (dé)méthylation induit ne se reflete pas nécessairement
dans le profil d’expression du gene (X. Liu et al. 2016 ; McDonald et al. 2016). Une ques-
tion également en suspens est celle de la persistance de ’état de méthylation induit apres
élimination du transgene; un point qui n’est que peu documenté et qui le cas échéant
donne lieu a des résultats variables d'un locus et d’un systéme a ’autre. Par ailleurs, des
effets off-target, en 'occurrence des gains de méthylation ectopiques et une réduction du
niveau global de méthylation, ont également été documentés (Gallego-Bartolomé et al.
2018 ; Galonska et al. 2018), pointant la nécessité d’ajouter une condition controle dans

les approches expérimentales de (dé)méthylation ciblée.

En outre, la description d'une (dé)méthylation ciblée n’a été documentée que deux fois
chez les plantes, et exclusivement chez Arabidopsis, et I'une des deux descriptions reprend
par ailleurs une fusion déja publiée en systéme mammifere (Gallego-Bartolomé et al. 2018 ;
Morita et al. 2016). La premiére démonstration d’'une édition du profil de méthylation a
un locus donné a été effectuée au moyen d’une fusion entre SUVH9, une protéine de la
voie du RADM, et une ZFP dirigée contre le locus FWA (Johnson et al. 2014). Il a pu
étre montré que cette fusion suffisait a recruter la machinerie du RADM au locus visé et
que cette méthylation ciblée est a I’origine d’une réversion phénotypique (voir CHAPITRE
3 pour la description de FWA). Néanmoins, il faut garder a lesprit que le locus testé
était certes dépourvu de méthylation dans le mutant utilisé, mais qu’il est toujours source
de siRNA, ce qui constitue une situation tres particuliere. Aussi, il n’est en rien garanti
que ce résultat puisse étre reproduit a un locus plus standard. La déméthylation de ce
méme locus a ensuite été décrite au moyen d’une fusion dCas9-TET1-CD, avec maintien
de I’état hypométhylé apres ségrégation du transgene, néanmoins ce maintien n’a pas été
observé au second locus étudié, pointant une fois encore une susceptibilité variable d’un
locus a lautre quant a 'altération du patron de méthylation (Gallego-Bartolomé et al.
2018).

Par ailleurs, il faut souligner qu’au moins chez les plantes, en raison d’une intercon-
nexion entre le RADM décrit précédemment et les machineries d’ARN interférence (RNA1),
il est possible d’aller altérer le patron de méthylation de fagon locus spécifique au moyen
des stratégies RNAi classiques que sont 'emploi de transgenes hairpin (illustré FIGURE

2.14) et le VIGS (virus induced gene silencing).
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FIGURE 2.14 — Principe de la stratégie hairpin. Les “m” indiquent la méthylation induite.

Si la fonction premiere du RNAIi est le PTGS (post-transcriptional gene silencing),
donc la dégradation du transcrit et non pas le TGS (transcriptional gene silencing), donc
I’extinction transcriptionnelle, ces deux voies sont reliées sur un plan mécanistique et il
a pu étre constaté que le ciblage par les outils d’ARN interférence d’'un locus pouvait
conduire a I'inactivation transcriptionnelle par méthylation de ce dernier (Dalakouras et
al. 2009 ; Kanazawa et al. 2011 ; Mette et al. 2000 ; Sijen et al. 2001).

L’une et l'autre de ces approches sont fondées sur I’emploi d'un transgene de séquence
identique a celle du locus a cibler, qui va étre ou organisée sous forme de répétitions
inversées afin de créer un transcrit en “épingle a cheveux” dont la partie double-brin va
étre employée comme matrice pour former des siRNA et conduire & un PTGS dans le
cas de 'approche hairpin, ou bien intégrée a un vecteur viral qui va étre reconnu par la
machinerie de défense de la plante et ciblé par le PTGS dans le cas du VIGS. L’efficacité
de ces deux approches a pu étre démontrée la encore au locus FWA (Bond et al. 2015;
Kinoshita et al. 2007), avec dans ce second cas le maintien de 1’état reméthylé apres éli-
mination du transgene.

Cependant, les observations faites a des loci endogenes moins spécifiques que FWA donnent
des résultats plus contrastés (Cigan et al. 2005 ; Melquist et al. 2003, 2004 ; Yelina et al.
2015) qui dans leur ensemble suggerent que l'initiation de la méthylation n’est pas systé-
matique, et que plusieurs générations sont requises pour atteindre un niveau de méthyla-
tion suffisant pour étre perpétué au travers des générations, en lien avec un renforcement
du RADM au cours de la phase reproductive (F. Teixeira et al. 2010).

Au-dela de la susceptibilité individuelle des différents loci ciblés, il apparalt également
que le design du transgene soit critique (Dadami et al. 2014), tout comme dans le cas des
hairpin la capacité d’intégration dans le génome (Sunitha et al. 2012).

Aussi, ces stratégies ne sont a ce jour pas satisfaisantes dans le cadre d’'une méthylation

ciblée a Denvi.
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CHAPITRE 3
L’épigénome, un support additionnel

de variation héritable

Nous avons pour le moment principalement évoqué les variants ADN, que leur appa-
rition soit ou non influencée par les différents états chromatiniens, comme source ultime
de différences génétiques entre individus. En effet, bien que la variation phénotypique
héritable soit en premier lieu dépendante des variations dans la séquence de ’ADN entre
individus, des travaux récents indiquent que d’autres facteurs, et notamment la méthy-
lation de ’ADN, peuvent également y prendre part. Cela est particulierement vrai chez
les plantes, ou des variants dans les profils de méthylation, appelés “épialleles”, peuvent
étre transmis au travers des générations et contribuer pour partie a la variation phénoty-
pique héritable, c’est a dire la fraction de la variation observée pour des traits complexes
(comme la taille de la plante ou la date de floraison) qui est expliquée par les alléles (et
épialleles) dont l'individu a hérité.

Je présenterai I’état de I'art concernant la variation épiallélique chez Arabidopsis, et
discuterai les approches expérimentales permettant d’évaluer la contribution de ces épimu-
tations a la variation phénotypique héritable. Cette section est par ailleurs complétée par

une revue a destination du grand public portant sur 1’épigénétique transgénérationnelle.

3.1 Nature et cause des “épimutations”

3.1.1 Définition et propriétés

Les épimutations peuvent étre définies comme des changements héritables de 1’épigé-
nome a un locus donné, en I'absence de modifications dans la séquence de I’ADN (Ri-
chards 2006). Deux points importants sont a noter dans cette définition : d’une part elle
ne présuppose en rien une altération du profil d’expression des genes et encore moins une
différence phénotypique ; d’autre part elle recouvre aussi bien des altérations portées par
des modifications post-traductionnelles d’histones (ou encore des variants d’histones ou
des petits ARN) que des différences dans le profil de méthylation de ’ADN. Je me foca-
liserai ici sur ce second cas de figure, mais il faut noter que des épimutations ont pu étre
identifiées chez des eucaryotes dépourvus de méthylation de ’ADN, par exemple chez le
Nématode C.elegans (Greer et al. 2011).
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En fonction de la taille de la région affectée, il est possible de distinguer les épimuta-
tions affectant une position -en 'occurrence, une cytosine- de celles affectant une région ;
on parle alors respectivement de DMP (differentially methylated position) ou de DMR
(differentially methylated region). En intégrant I'information du contexte de méthylation,
on peut des lors distinguer des CG-, CHG- ou CHH- DMP ou DMR, mais également de

C-DMR lorsque les trois contextes sont affectés.

Les épimutations présentent par ailleurs une propriété qui leur est tres spécifique : au
contraire des mutations dans la séquence de ’ADN, qui lorsqu’elles sont créées sont trans-
mises selon les lois de Mendel au travers des divisions cellulaires, les épimutations ont la
capacité de réverter en mitose ou en méiose. Cette réversion, particulierement flagrante
lorsque ’épimutation est a effet phénotypique, peut étre totale (retour au phénotype ini-
tial) ou incompleéte (apparition de phénotypes intermédiaires), et sera dans ce dernier cas

associée a un niveau de méthylation intermédiaire.

De méme que pour les mutations, plusieurs approches permettent d’évaluer le taux d’épi-
mutation, ou plus exactement les taux de formation (forward) et de réversion (backward)
des épimutations : fréquence d’apparition/réversion d’un phénotype (Miura et al. 2009;
Quadrana et Colot 2016), lignées MA ou équivalents (Becker et al. 2011; Graaf et al.
2015; R. Schmitz, Y. He et al. 2013 ; R. Schmitz, Schultz, Lewsey et al. 2011) mais aussi
polymorphisme de méthylation dans les populations naturelles (Hagmann et al. 2015;
R. Schmitz, Schultz, Urich et al. 2013). Ces différents travaux ont permis de donner un
apercu de taux et du spectre d’épimutations. Les taux d’épimutation obtenus au moyen
d’approches MA lines chez Arabidopsis sont donnés TABLE 3.1. On constate que si le
taux d’apparition de DMR par génération est du méme ordre de grandeur que le taux
de mutation d’Arabidopsis (environ 1 SBS par génome par génération, CHAPITRE 1), le
taux d’apparition de DMP est pres de 1000 fois supérieur, au moins pour les CG-DMP
pour lesquels une estimation fiable est disponible.

Il peut également étre observé que les CG-DMR et C-DMR sont retrouvées dans les corps
des génes soumis a la gBM et dans les ET respectivement, ces derniéres pouvant influen-
cer le niveau d’expression des genes proximaux. A I'opposé, les CG-DMP sont retrouvés
préférentiellement au niveau des genes éloignés des E'T, d’ou ’hypothese que ce taux élevé
résulte de I'absence d'une maintenance robuste des patrons de méthylation dans ces ré-
gions (Becker et al. 2011 ; R. Schmitz, Schultz, Lewsey et al. 2011).

Les conclusions qui découlent de 'analyse détaillée des taux de formation et de réversion
des CG-DMP soutiennent par ailleurs cette hypothese : le ratio des taux de formation et
de réversion differe d’une annotation génomique a l'autre, avec des taux forward équiva-
lents entre genes et ET mais un taux reverse plus élevé dans les genes que dans les ET,

ces derniers présentant une maintenance robuste de la méthylation (Graaf et al. 2015).
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TABLE 3.1 — Taux d’épimutation chez Arabidopsis obtenus par analyse de données
bisulphite de MA lines (Becker et al. 2011; Graaf et al. 2015; R. Schmitz, Schultz,
Lewsey et al. 2011). Le taux de DMP non-CG n’est pas figuré faute d’une estimation
robuste a ce jour, les différences de méthylation dans les contextes CHG et CHH étant
statistiquement plus difficiles a identifier. Adapté de (Quadrana et Colot 2016).

Taux estimé

CG-DMP 1000/génération

CG-DMP (forward) | 2,56.10-*/site CG/génération
CG-DMP (reverse) | 6,30.10*/site CG/génération
C-DMR 0,34/génération

CG-DMR 0,8-1,3/génération

Cela conforte par ailleurs 'hypothese plus générale selon laquelle les épimutations, qu’il
s'agisse de DMP ou de DMR, résultent en premier lieu d’'une maintenance incorrecte de
la méthylation aux loci concernés (Quadrana et Colot 2016; R. J. Schmitz et al. 2012).

3.1.2 Dépendance au génotype

Une autre observation qui peut étre faite, et ce particulierement au bénéfice des mé-
thylomes d’accessions naturelles, est que certains variants de méthylation sont identifiés
exclusivement dans un génotype donné, tandis que d’autres sont pervasifs. En fonction
de cette dépendance au génotype, une classification des épialleles en trois classes (obliga-

toires, facilités et purs; FIGURE 3.1) a été proposée (Richards 2006).

F1GURE 3.1 — Classification des épialleles en fonction de leur dépendance au génotype,
d’apres (Richards 2006). De gauche a droite, épialleles obligatoire, facilité et pur. x et y
représentent des variants ADN constituant des génotypes distincts, les rectangles blancs et
rouges deux épigénotypes. Le basculement d'une forme épiallélique a une autre est illustrée
par le passage d’'un rectangle blanc a un rouge. Extrait de (Richards 2006). Figure non
reproduite dans la version de diffusion de la these.

Ainsi, les épialleles obligatoires sont intégralement dépendants de la présence d’un
variant ADN donné, tandis que les épialleles facilités sont induits initialement par la pré-
sence d'un variant ADN, mais peuvent persister en son absence.

Par exemple, dans le cas d'un gain de méthylation dans le promoteur d’un gene du fait
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de sa proximité avec un ET, la disparition ou a I'opposé la persistance de ce gain de
méthylation apres élimination de 'ET par ségrégation traduit respectivement le caractere
obligatoire ou facilité de cette épimutation.

A T'opposé, les épialleles dits purs sont indépendants de toute variation de la séquence de
I’ADN, et peuvent donc apparaitre dans n’importe quel génotype.

Si cette distinction théorique a le bénéfice de la clarté, déterminer la classe d'un épial-
lele donné est en réalité complexe, particulierement dans les populations naturelles. En
effet, le patron de méthylation d’un locus peut étre influencé par des meQTL (QTL de
méthylation), en cis (présence/absence d’'un variant ADN a ce locus) mais également en
trans (polymorphisme dans I'un des composants des voies de méthylation, a I’exemple du
variant de VIM1 dans l'accession Bor-4 d’Arabidopsis (Woo et al. 2007)). Ce critere va
prendre toute son importance lorsqu’il va s’agir de démontrer la causalité d'un épiallele
potentiellement causatif pour un phénotype, puisque les épialléles “obligatoires” ne sont
en rien épigénétiques.

En T'espece, 'analyse des données de variation naturelle dans les profils des méthylation
a conduit a la mise en évidence que la majorité des différences de méthylation observées
entre individus ont une base génétique (Dubin et al. 2015 ; Kawakatsu, S.-S. C. Huang
et al. 2016 ; Quadrana, Bortolini Silveira et al. 2016; R. Schmitz, Schultz, Urich et al.
2013).

3.1.3 Epimutations naturelles et induites

Compte-tenu des progres techniques dans le champ de I’épigénomique, il est a présent
bien plus facile d’identifier de nouveaux épialleles, d’oti un acroissement récent du nombre
d’épimutations décrites. Les TABLES 3.2 et 3.3 référencent différentes épimutations, na-
turelles et induites, a effet phénotypique décrites a ce jour chez les plantes.

Qu’il s’agisse d’épimutations naturelles -survenues spontanément dans des individus de
génotype sauvage- ou d’épimutations induites -survenues dans un contexte particulier (mu-
tant de méthylation ou propagation somaclonale) et qui persistent apres rétablissement
des conditions initiales (en ce sens, elles sont épigénétiques)-; les mémes caractéristiques
sont observées : la majorité d’entre elles sont associées a la présence de séquences répétées
(ET ou répétition inversée), et peuvent étre qualifiées de “métastables”, dans la mesure

ou elles alternent entre un état méthylé et non-méthylé.

A Tlinstar de QQS (Tables 3.2), il est possible d’avoir également des épimutations
“pures”, au sens ou elles ne sont pas associées a des séquences répétées et sont apparues
dans des accessions non apparentées. Cependant, de tels évenements sont rares en compa-
raison des épimutations “facilitées” ou “obligatoires” qui constituent la majorité des deux
tables.
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3.1. Nature et cause des “épimutations”

Parmi les épimutations induites, FWA (FIGURE 3.2) est l'une des mieux connues a
ce jour. Le gene FWA est réprimé dans ’ensemble de la plante et exprimé exclusivement
dans I'albumen (tissu nourricier de ’embryon) de la graine, ou il est soumis a 1’empreinte
parentale avec l'expression du seul allele maternel (Kinoshita et al. 2007). Cette expres-
sion spécifique résulte de la déméthylation par DME des répétitions dérivées d’'un SINE
localisés en 5’ du gene.

L’épimutation fwa se caractérise par une perte de méthylation dans I’ensemble des tissus
de la plante, d’ou une expression ectopique de F'WA qui conduit a un retard drastique de
floraison. Si cette épimutation n’a a ce jour jamais été observée dans des populations natu-
relles probablement en raison d’une contre-sélection de I'allele hypométhylé, elle apparait
sporadiquement chez des mutants globalement hypométhylés comme met! et ddmi et
une aggravation du phénotype associée a une perte de méthylation de plus en plus impor-
tante a ce locus peut étre décrite au cours des générations successives d’autofécondation
(Kakutani 1997 ; Kakutani, Jeddeloh, Flowers et al. 1996). Cette hypométhylation (et le
phénotype qui en découle) est alors maintenue au travers des générations méme apres
restauration de la fonction des genes mutés, alors qu’une réversion est possible dans les

générations précoces (Kakutani 1997).

WT(FWA) fwa
FWA FWA
SINED-E i 4 SINED-E i
At4g25530 At4g25530

FIGURE 3.2 — FWA, un exemple d’épimutation induite. L’état de méthylation des cytosines
est figurée par des ronds noirs pleins (méthylé) ou vides (hypométhylé). En contexte
sauvage (panel de gauche, épiallele FIWA), les répétitions dérivées d’un SINE (triangle)
en amont du promoteur du gene sont méthylées dans les tissus végétatifs. L’épimutation
fwa (panel de droite) se traduit par une perte de méthylation généralisée de ces séquences
répétées, laquelle induit 'expression ubiquite du gene et un retard de floraison.
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Chapitre 3 — L’épigénome, un support additionnel de variation héritable

3.2 Des épimutations a la variation épigénétique hé-
ritable

Le fait que des épimutations puissent étre transmises au travers des générations et
avoir des effets phénotypiques ouvre la possibilité que de tels variants puissent contribuer

a I’héritabilité de traits complexes.

3.2.1 Les plantes, un modele d’épigénétique transgénération-

nelle

Les paragraphes précédents se sont restreints aux épimutations identifiées chez les
plantes, et la question des mammiféres n’a pas été abordée. De telles épimutations ont
pu étre identifiées chez ces organismes (voir encadré dédié dans 'annexe a ce chapitre),
et si elles présentent les mémes propriétés que celles décrites chez les plantes (association
a des séquences répétées et métastabilité), seul un nombre tres restreint a pu étre décrit.
Une explication a cela est qu’au cours de la gamétogénese puis de I’embryogénese pré-
coce, les épigénomes des mammiferes font 1’'objet d'une reprogrammation drastique, ce
qui limite grandement la possibilité que des épimutations puissent étre transmises a la
génération suivante.

A Topposé, il n’y pas chez les plantes de véritable reprogrammation : le niveau de méthy-
lation des sites CHG et surtout des sites CHH va certes varier mais le contexte CG reste
non altéré et les ET maintiennent leur niveau de méthylation élevé au cours du passage
a la génération suivante, ce qui autorise une transmission de variants de méthylation au
travers des générations successives.

En ce sens, au contraire des mammiferes, une hérédité épigénétique transgénérationnelle

pervasive est tout a fait envisageable chez les plantes (Heard et al. 2014).

Dans ce contexte ou une variation phénotypique héritable peut exister en I'absence
de différences dans la séquence de ’ADN, I’hypothese que des changements induits par
I’environnement puissent étre transmis aux générations suivantes est particulierement
attrayante, avec l'idée sous-jacente qu’un tel systéme permettrait aux plantes de générer
rapidement de la variation adaptative héritable. Néanmoins, ’ensemble des observations
faites a ce jour avec des design expérimentaux rigoureux mettent en évidence que si un
stress, par exemple salin ou thermique, peut induire effectivement des altérations dans le
patron de méthylation de ’ADN, celles-ci ne seront pas transmises au fil des générations
et les effets phénotypiques d’“adaptation”, s’ils existent, ne persistent pas au-dela de la
premiere génération. Ainsi donc, il s’agit la d’effets parentaux, majoritairement d’effets
maternels, et nullement d’effets transgénérationnels (Secco et al. 2015 ; Van Dooren et al.

2018 ; Wibowo et al. 2016). En ce sens, sans que 1’ensemble des détails soit connu a ce
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3.2. Des épimutations a la variation épigénétique héritable

jour, plusieurs mécanismes ont été proposés qui permettent d’effectuer un resetting des
effets du stress sur I’épigénome (Baubec et al. 2014 ; Crevillén et al. 2014 ; Iwasaki et al.
2014).

3.2.2 Apport des populations de lignées epiRIL

Ces observations concernant les effets phénotypiques et la stabilité des épimutations
ouvrent tout un champ de recherches concernant la possible contribution de tels variants

a la variation héritable pour une diversité de traits complexes.

L’identification des déterminants génétiques des traits complexes se fait au moyen de
deux stratégies (Bazakos et al. 2017) : d’une part, I'analyse de liaison, qui emploie des
population expérimentales, et d’autre part les études d’association (GWAS, genome-wide
association studies), qui tirent profit de la variation naturelle entre accessions. Dans un
cas comme dans 'autre, il va s’agir d’identifier des QTL, c’est a dire des régions du génome
qui contribuent pour partie a la variation héritable d'un caractere quantitatif. La présence
d’'un QTL est détectée par la mise en évidence d’une corrélation statistiquement signifi-
cative entre valeur phénotypique et ségrégation d’un ou plusieurs marqueurs génétiques;
la “probabilité” d’observer un QTL dans un intervalle compris entre deux marqueurs est
donnée par le LOD score (plus ce score est important, plus la vraisemblance d’avoir un
QTL dans cet intervalle est forte).

Dans le cas de 'analyse de liaison, il s’agit de phénotyper pour différents traits des in-
dividus issus de populations en ségrégation, les QTL étant détectés par la co-ségrégation
génotype-phénotype. Plusieurs types de populations expérimentales existent, 1'une des
plus fréquentes étant les dispositifs RIL (recombinant inbred lines) : a partir du croise-
ment entre deux accessions, des individus F2 vont étre propagés par autofécondation sur
au moins quatre générations afin d’atteindre un degré élevé d’homozygotie. Chaque RIL
va se caractériser par une importante homozygotie et constitue une mosaique unique des
deux génomes parentaux. Si I'analyse de liaison permet la détection de variants rares,
une contrainte importante vient du fait que les QTL sont localisés dans des intervalles de
grande taille, bien souvent de l'ordre du Mb, ce qui va requérir toute une procédure de
cartographie fine pour identifier le variant causal. Afin d’augmenter la résolution (donc
le nombre de recombinaisons) ainsi que la diversité allélique en ségrégation, des popula-
tions au schéma de croisement plus complexe ont été établies, a I’exemple des populations
MAGIC (Multi-parent Advanced Generation Inter-Cross) qui dérivent de croisements mul-
tiples entre plusieurs accessions avant d’initier les cycles d’autofécondation qui permet-
tront de créer des RIL.
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Chapitre 3 — L’épigénome, un support additionnel de variation héritable

En comparaison a une analyse de liaison, 'approche GWAS offre une bien meilleure
résolution : en raison du grand nombre de générations qui distinguent les différentes ac-
cessions en comparaison aux différentes RIL d’une population, un grand nombre d’évene-
ments de recombinaison se sont produits, et il est des lors possible de réduire les intervalles
de confiance autour d’'un QTL a quelques kb. Néanmoins, un inconvénient notable de ce
type d’approche a a voir avec les effets confondants associés au fond génétique des popula-
tions analysées : pour peu que des groupes d’individus présentent un fort apparentement
au sein d’'une population (donc une structuration de la population), un déséquilibre de
liaison “parasite” peut apparaitre entre le variant causal du QTL et des variants situés

ailleurs dans le génome, ce qui va brouiller le signal d’association phénotype-génotype.

Si ces deux approches sont généralement complémentaires pour l'identification des
variants ADN qui sous-tendent la variation héritable pour les traits complexes, elles pré-
sentent I'une et I’autre un écueil important des lors que ’on s’intéresse aux épivariants : les
polymorphismes dans les profils de méthylation d’une part et dans la séquence de ’ADN
d’autre part sont entremélés, aussi il est complexe de déterminer le niveau de dépendance
au génotype des différences de méthylation observées et donc d’évaluer la contribution

effective des seules différences de méthylation au phénotype d’intérét.

La nécessité de s’affranchir des effets confondants de la variation nucléotidique pour
ne prendre en compte que la seule variation épigénétique constitue le fondement théo-
rique de I’établissement de populations dites de lignées epiRIL (epigenetic recombinant
inbred lines), par analogie aux populations RIL (Johannes, Colot et al. 2008). Dans cette
optique de minimiser la variation nucléotidique et de maximiser la variation épigénétique,
deux populations epiRIL ont été développées en parallele chez Arabidopsis, a partir des

mutants de méthylation met! et ddmi.

Les epiRIL met! dérivent du croisement entre le mutant met1-3 et un individu sau-
vage isogénique : apres autofécondation de la F1 issue de ce croisement, les individus de
génotype sauvage au locus MET1 sont sélectionnés et propagés par autofécondation sur
8 générations successives (Reinders et al. 2009). Compte-tenu d’'une importante morta-
lité (28%) au cours de ’établissement de la population, celle-ci ne comporte au final que
68 lignées, un taille peu compatible avec des approches de génétique quantitative. Par
ailleurs, si une variation phénotypique a pu étre décrite pour plusieurs traits dans cette
population, I'important nombre de variations non-parentales de méthylation détectées au
cours de l'analyse des méthylomes de quelques lignées ainsi que la contribution de nou-
velles insertions d’ET aux phénotypes observés ne vont pas dans le sens d’une variation

causée par la ségrégation d’épialleles parentaux (Mirouze et al. 2009 ; Reinders et al. 2009).
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3.2. Des épimutations a la variation épigénétique héritable

Les epiRIL ddm1 dérivent du croisement entre le mutant ddm1-2 et un individu sau-
vage isogénique : apres backcross de la F1 avec un individu sauvage issu du méme lot de
graines que le parent employé au cours du premier croisement, les individus DDM1/DDM1
sont sélectionnés et propagés par filiation monograine sur 6 générations successives (FIGURE
3.3). Seule une faible mortalité (0.8%) a pu étre constatée au cours de la propagation des

lignées, et la population finale est constituée de 505 epiRIL.

ddm1/ddm1 DDM1/DDM1 - Mutation ddm1i
Cel X Col ) ,
=3 Rares variants de la séquence de
l I'SADN (nouvelles insertions d'ET)

mm Intervalledérivé de wt

F1: ddm1/DDM1 DDM1/DDM1 mm [ntervalle dérivé de ddm1
Coal Col

Génération de 500
: : lignées DOM1/DDM1 par
i filiation monograine (6
6 ® i autofecondations :
> 95% du génome dans
un état “homozygote”

EpiRIL (pour Epigenetic
recombinant inbred lines)

FIGURE 3.3 — Schéma d’obtention de la population epiRIL. Détails dans le texte
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chr1 chr 2 chr 3
. E

« e |E
epiRILS :

o]
o

FIGURE 3.4 — Epihaplotypes des 123 epiRIL épigénotypées. Le vert et le rouge désignent
respectivement les régions d’origine wt et ddml. Les positions des 126 marqueurs em-
ployés pour construire la carte génétique sont représentées par des points noir sous les
schémas des chromosomes. Chaque ligne représente 1’épihaplotype d’une epiRIL. Extrait
de (Colomé-Tatché et al. 2012).

Che Chrd

Chr3
~ lamb chrs
Chr1

FIGURE 3.5 — Représentation des différents QTL “épigénétiques” publiés a ce jour. Les in-
tervalles de support des 6 et 18 QTLepi décrits dans (Cortijo, Wardenaar, Colomé-Tatché,
Gilly et al. 2014) et (Kooke et al. 2015) sont figurés en rouge et vert respectivement. On
notera la taille importante des intervalles, ainsi que la co-localisation de plusieurs QT Lepi
qui laisse suggerer des effets pléiotropes.
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Il a pu étre mis en évidence que cette population présente une variation continue
(ce qui est caractéristique d’un trait quantitatif), de faible amplitude mais néanmoins en
grande partie héritable pour plusieurs traits complexes, ce qui suggere la ségrégation dans
la descendance de variants d’origine parentale (Johannes, Porcher et al. 2009). Il a par la
suite été établi que pres d'un tiers des 3000 régions différentiellement méthylées (DMR)
identifiées entre les 2 parents étaient transmises de facon stable sur au moins 8 généra-
tions, le reste étant progressivement reméthylé par la machinerie RADM (F. K. Teixeira
et al. 2009).

Parmi ces 867 DMR parentales stables, 126 ont été retenues pour établir une carte
génétique, qui couvre pres de 80% du génome (Colomé-Tatché et al. 2012). En suivant les
états de méthylation (méthylé vs hypométhylé, origine wt ou ddm1) le long des chromo-
somes, il est possible de déterminer pour chaque epiRIL son “épihaplotype”, c’est a dire,

quelle région est héritée de quel parent (FIGURE 3.4).

A partir de cette carte génétique, la premiere fondée exclusivement sur des marques
épigénétiques, il a été possible d’appliquer une approche classique de cartographie de QTL
afin de localiser sur le génome des régions sous-tendant la variation phénotypique héri-
table identifiée dans la population. Dans la continuité d’un article princeps décrivant la
cartographie de QTL “épigénétiques” (QTLepi) pour la date de floraison et la longueur
de la racine primaire (Cortijo, Wardenaar, Colomé-Tatché, Gilly et al. 2014), plus d’une
vingtaine de QTLepi ont été identifiés (FIGURE 3.5.) dans les epiRIL dérivées de ddm1
pour une diversité de traits (Aller et al. 2018 ; Cortijo, Wardenaar, Colomé-Tatché, Gilly
et al. 2014 ; Kooke et al. 2015).

Néanmoins, aucune de ces études n’a a ce jour poursuivi jusqu’a I'identification de 1’épial-

lele causatif au sein de l'intervalle QTL.

3.2.3 Mise en évidence de la causalité des (épi)variants associés
a un QTL
Un fois que la présence d’épiallele potentiel a été détectée au travers d’une recherche
de QTL, il va s’agir de mettre en évidence sa causalité. Cela requiert :
- la démonstration que 'effet observé n’est en rien associé a une variation nucléotidique,

- la validation du QTL et sa cartographie fine,

- la complémentation fonctionnelle des variants candidats.

Exclusion de la variation nucléotidique

Parmi les 123 epiRIL employées pour la détection des QTLepi, 121 ont été intégrale-
ment reséquencées (Gilly et al. 2014 ; Quadrana, Etcheverry et al. 2018) afin de vérifier
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que les nouvelles insertions d’ET survenues en raison de 1'hypométhylation de ces loci
n’étaient pas responsables des associations phénotype-épigénotype détectées.

A prime abord, il semble démesuré de reséquencer des génomes entiers a seule fin de va-
lider qu’une différence de méthylation est responsable d’un phénotype. Néanmoins, seule
une telle approche permet d’exclure que le variant causal soit effectivement une différence
de méthylation (et non pas un variant ADN), et le cas échéant que celle-ci soit indé-
pendante d'un meQTL en cis ou trans (variant ADN qui co-ségrége avec 1'épivariant),
une seconde information qu’il n’est pas possible d’obtenir par le séquencage de la seule
région proximale. Cela est d’autant plus critique que pres des deux tiers des différences
de méthylation identifiées dans la nature dépendent de meQTL et correspondent donc a
des épialleles obligatoires (R. Schmitz, Schultz, Urich et al. 2013).

En raison du caractere laborieux d’une telle analyse, celle-ci n’a été effectuée que dans
de rares cas, a 'exemple de (Oey et al. 2015). Néanmoins, les progres techniques dans le
domaine du séquencage ainsi que la baisse des cofits associés font que cette validation du
caractere épigénétique des épimutations est appelée a se démocratiser, de méme qu’elle
s'initie pour 'identification rapide des variants ADN causaux (Michael et al. 2018).
Dans le contexte des QTLepi identifiés dans la population epiRIL, il a pu étre mis en
évidence que les nouvelles insertions d’ET localisées dans les intervalles de support des
différents QTL n’étaient pas responsables de l'effet de ces différents, ce qui rend ces der-
niers a priori épigénétiques (Cortijo, Wardenaar, Colomé-Tatché, Gilly et al. 2014 ; Kooke
et al. 2015). Cependant, la contribution des autres types de variants ADN, et notamment
des mutations qui se sont accumulées au cours de la production des lots de graines d’ou

sont extraits les parents wt et ddm1, n’a pas été étudiée.

Restriction de l’intervalle de support du QTL

Comme nous 'avons décrit plus haut et illustré au moyen des QTLepi identifiés a ce
jour (FIGURE 3.5), l'utilisation de populations RIL va permettre d’identifier des QTL
pour les traits d’intéréts, mais sans fournir une localisation précise.

Afin d’avoir une idée plus précise des variants potentiellement causatifs pour ce QTL, dits
variants candidats, il est possible de “croiser” les localisations des intervalles QTL avec
des intervalles obtenus ou dans d’autres populations de cartographie (RIL dérivées du
croisement entre d’autres accessions ou populations MAGIC), ou par GWAS. Si cela peut
suggérer des candidats solides a tester en priorité par complémentation fonctionnelle, une
telle stratégie ne se substitue en rien a la restriction physique de I'intervalle de support
au travers d’un protocole de cartographie fine.

Cette approche requiert en premier lieu de mendéliser le QTL d’intérét, c’est-a-dire, d’al-
ler employer (au besoin, établir) une population de plantes additionnelle dans laquelle ne
ségrege que la région a tester, et de vérifier si la ségrégation de cette région va étre associée

a une ségrégation du phénotype d’intérét. Cette étape est nécessaire dans la mesure ou
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la détection d’'un QTL est une approche statistique, et il peut étre fréquemment observé
qu’en fonction du modele utilisé (multiple QTL model, composite interval mapping ou
régression Haley-Knott) I'intervalle de support du QTL peut varier de fagon significative.
De facon similaire, deux QTL sur un méme bras de chromosome peuvent étre réunis en
un seul et méme intervalle. Cela est particulierement critique dans les zones ot la densité
en marqueurs est faible.

Une fois le QTL “validé” par mendélisation, il va s’agir d’aller réduire la taille de la région
de support au moyen de lignées dites d’introgression ou de NIL (Nearly Isogenic Lines) :
au travers de cycles de backcross avec un méme individu, il va étre possible d’accumu-
ler des évenements de recombinaison additionnels, jusqu’a ce qu’il n’y ait plus qu'une
courte région a tester par co-ségrégation génotype-phénotype. Cette stratégie classique
est fortement résolutive, mais extrémement chronophage s’il n’existe pas de population
pré-existante. Aussi, une stratégie plus rapide et qui permet a la fois de mendéliser et
d’initier la cartographie fine est celle dite des HIF (Heterogeneous Inbred Families). De
telles familles sont développées en tirant profit de I’hétérozygotie résiduelle présente dans
des RIL : a partir d’'une RIL hétérozygote dans la région d’intérét, il va étre possible
de fixer dans sa descendance 1’état homozygote issu de 'un et de l'autre des parents, et
donc d’évaluer les phénotypes des plantes possédant 1'un ou 'autre des génotypes au locus

d’intérét, dans un fond génétique commun.

Complémentation fonctionnelle

Enfin, il va s’agir d’aller effectuer la complémentation fonctionnelle des variants candi-
dats. Cette étape requiert d’aller manipuler I’état de méthylation du locus d’intérét, et de
valider I'effet phénotypique de cette réversion. Il s’agit d’un point critique, dans la mesure
ou a ce jour, aucune des associations profil de méthylation/état d’expression/phénotype
décrites chez les plantes n’a fait 'objet de cette validation formelle (Springer et al. 2017).
Cette validation finale peut se faire au moyen des stratégies d’édition de I’épigénome

décrites dans le chapitre précédent.
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Annexe a I’introduction : revue

grand public

Cet article de vulgarisation fait partie d’une édition spéciale du périodique Biofutur
portant sur I'épigénétique et vise a fournir en des termes accessibles une introduction au

concept d’épigénétique transgénérationnelle, en mettant 'accent sur le modele végétal.

Référence : Baillet, V. et Colot, V. (2014), “La génétique au-dela de la séquence de ’ADN”
Biofutur 359, p.34-38.

Pour des raisons de droit d’auteur, cette revue ne peut étre reproduite dans la version de

la these disponible en ligne.
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CHAPITRE 4

Caractérisation de la variation
nucléotidique présente au sein de la

population epiRIL

4.1 Introduction

Comme décrit CHAPITRE 3, le recours a la population epiRIL pour tester la contri-
bution de variants épigénétiques a la variation héritable pour une diversité de traits com-
plexes se fonde sur le principe que les variants en ségrégation dans cette population sont
essentiellement sous la forme de DMR (ou épialleles) et non pas de variations dans la
séquence de ’ADN.

Pour autant, les différentes lignées de la population ne peuvent étre intégralement dé-
pourvues de variation nucléotidique. En 'espece, deux catégories de variants ADN sont
attendues : d’'une part les variants apparus ou déja présents dans les plantes employées
pour établir la population, qui vont ségréger parmi les epiRIL selon les fréquences allé-
liques attendues d’apres le schéma de croisement ; et d’autre part les variants qui se sont
accumulés au cours de la propagation des lignées et qui seront propres a chaque lignée.
Parmi ces variants, en plus des mutations spontanées (SBS, indels, SV), on s’attend plus
particulierement a trouver de nouvelles insertions d’éléments transposables, compte-tenu
du role joué par la méthylation de ’ADN dans I'extinction épigénétique de ces séquences.
Dans le cadre d’un projet précédent du laboratoire visant a étudier la dynamique de
remobilisation des éléments transposables (these de Mathilde Etcheverry, (Quadrana, Et-
cheverry et al. 2018)), 121 lignées epiRIL ont été reséquencées et les nouvelles insertions
d’ET ont été recensées.

Mon travail a consisté en la détection des variants ADN non-ET présents parmi les epiRIL,
qu’il s’agisse de variants propres a chaque lignée ou en ségrégation dans la population. Ce
premier chapitre de résultats se focalise sur 'identification et 'interprétation du patron

de ségrégation de ce second type de variants.
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FIGURE 4.1 — Schéma étendu de 'obtention de la population epiRIL. Le mutant ddm1-2
employé ici a été obtenu par mutagénese EMS d’'une plante Col-0, ce que refléte le ™.
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4.2 Reésultats

4.2.1 Identité, fréquence allélique et distribution génomique des

variants ADN en ségrégation

Afin d’identifier les variants présents dans la population, j’ai effectué la détection

conjointe des SBS et indels dans les 121 epiRIL simultanément a I'aide de I'outil GATK
HaplotypeCaller. Si une telle approche requiert des ressources computationnelles plus im-
portantes, sa force réside en ce qu’elle favorise un effet de levier qui va permettre le calling
de variants a des localisations chromosomiques ponctuellement de moins bonne qualité
génomique (couverture verticale plus faible) dans 'une ou l'autre des lignées, réduisant
ainsi le nombre de faux-négatifs concernant les variants partagés.
Apres applications successive de plusieurs filtres visant a ne conserver que les variants de
qualité, j’ai pu identifier 162 variants partagés par au moins deux lignées, parmi lesquels
131 SBS et 31 indels (TABLE 4.2), ce qui excede grandement les ca. 9 variants attendus au
maximum en raison d'un taux de SBS/génome/génération évalué a 1 chez Arabidopsis et
des 9 générations séparant les individus WT et ddm1 a l'origine de la population (FIGURE
4.1).

Concernant la distribution des fréquences alléliques de ces variants en ségrégation
(FIGURE 4.2), il apparait que la majorité des variants en ségrégation présentent une fré-
quence allélique de 50%. Dans la mesure ou seuls le F1 et I'individu employé lors du
backcross contribuent au matériel génétique des epiRIL a 50% chacun, ce résultat suggere
que la majorité des différences nucléotidiques en ségrégation correspondent a des poly-
morphismes ADN distinguant ces deux individus. Il s’agit d’un résultat inattendu puisque
ces deux individus sont censés étre apparentés, la plante sauvage utilisée pour le backcross

étant issue du méme lot de graines que le parent WT initial.

Par ailleurs, cette observation va a ’encontre des prédictions faites d’apres le schéma
d’établissement de la population epiRIL, puisque la majorité des polymorphismes attendus
devraient distinguer l'individu sauvage utilisé lors du croisement initial puis du back-cross
de l'individu ddm1. Ces variants correspondraient alors ou a des mutations qui sont ap-
parues durant les 4 générations d’autofécondation qui ont permis d’obtenir des individus
ddm1 et WT quasi-isogéniques a partir I’hétérozygote dont ils sont issus, ou a des variants
encore a ’état hétérozygote (en dépit des 6 backcross) chez ce méme individu et qui vont
ségréger dans sa descendance (FIGURE 4.1) . L'un dans lautre, il s’agira de variants qui
vont distinguer l'individu ddm1 de l'individu sauvage, et qui des lors devraient ségréger
75-25 dans la population comme attendu dans le cas d'un croisement initial suivi d’un

backeross (75% pour les variants présents chez le sauvage et absent chez ddml, et 25%
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pour ceux présents chez ddml et absent chez le WT).

En l'espece, comme illustré par le spectre des fréquences alléliques, on observe effecti-
vement des variants présents dans 25% de la population et qui peuvent donc correspondre
aux variants issus de ddml. A l'opposé, parmi les variants identifiés, aucun ne ségrege
a 75%, ce qui signifie qu’il n’existe aucun variant ADN qui soit a la fois commun aux
individus wt employés lors du croisement initial et qui les distingue de l'individu ddm1.
Combiné a la présence de variants ségrégeant a 50%, ce résultat suggere que les deux
individus sauvages employés pour le croisement initial et le backcross sont assurément

plus divergents qu’attendu.

Le spectre des fréquences alléliques met également en évidence des variants présents
dans moins de 25% des epiRIL, et correspondent le plus fréquemment a des variants
partagés par 2 a 5 lignées, suggérant qu’ils correspondent a des mutations qui se seraient
produites tardivement dans le cycle de vie des individus utilisés lors du backcross (WT ou
F1) et qui ne seront alors transmises qu’a une fraction de la descendance. Il n’est cependant
pas possible d’exclure que ces variants ségregent en fait a 25% dans la population, mais
ne soient pas détectés comme tels en raison d’un effet d’échantillonnage, puisque moins
d’un quart (121 lignées sur 500) de la population epiRIL a été séquencée. Quoi qu’il en
soit, en raison de ces faibles fréquences, ces variants (43 au total) ne seront pas considérés

dans les analyses a suivre.

50% Observed alternative (non-
J55 l — reference) allele frequency for the
1 <<25% 162 segregating SNPs & indels
l Vs
l Expected distribution, predicted
out of 162 events, based on the
crossing scheme used to derive the
epiRIL population

Frequency in the

00 02 04 06 08 1.0 epiRIL population

FIGURE 4.2 — Spectre des fréquences alléliques dans les epiRIL. La hauteur des pics pour
la distribution attendue (bleu) est donnée pour illustration et ne reflete pas le nombre
effectif de variants attendus pour chaque fréquence allélique.
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4.2.2 Reconstruction des haplotypes parentaux et inférence du

pedigree de la population epiRIL

Afin de caractériser plus avant ces résultats inattendus, j’ai mis en relation les diffé-
rents variants ADN avec leur origine parentale telle qu’inférée sur la base des états de
méthylation. En effet, comme décrit dans I'introduction, sur la base de la succession le
long des chromosomes des états de méthylation (méthylé versus hypométhylé) aux DMR
stables, il est possible de déterminer pour chaque epiRIL son “épihaplotype”, c¢’est-a-dire
quelle région a été héritée du parent ddm1 ou d’un individu sauvage. Néanmoins, comme
illustré FIGURE 3.4, il n’est pas possible de déterminer une origine parentale pour les
variants situés aux extrémités des chromosomes, ce qui ne permet pas d’inférer 1'origine

de 21 variants au total.

En combinant ces épihaplotypes avec les variants présents dans 50% des lignées, on
observe que les régions d’épihaplotype WT (en vert) sont partitionnées de la fagon sui-
vante : un tiers de ces régions sont associées a des variants ADN également présents dans
toutes les régions d’épihaplotype ddmi, tandis que les deux autres tiers portent des va-
riants exclusivement propres a ces régions, ce qui va la encore dans le sens de 1’emploi
lors du backcross d’un individu certes WT au regard de son profil de méthylation, mais
distinct de part son génotype des individus WT et ddm1 ayant donné la F1. On peut en
effet noter qu’il y a un non-overlap strict entre ces deux types de variants : aucun d’entre
eux n’est partagé ou par les 2 WT, ou par le second WT et I'individu ddmI. En ce sens,
sur la base de la combinaison des épihaplotypes et des variants ségrégeant a 50%, il est
possible de distinguer deux haplotypes, dits haplotype “bleu” (associé au second WT) et
“jaune” (partagé par les WT et ddmI du croisement initial) (TABLE 4.1, FIGURE 4.4).

J’ai ensuite cherché a préciser les génotypes de ces trois individus (ddmi1, WT1 et
WT?2) en examinant la co-ségrégation entre les épihaplotypes (WT ou ddm1), les haplo-
types nouvellement définis (“bleu” ou “jaune”), et les variants ADN présents dans 25%
des epiRIL. Parmi ces variants ségrégeant a 25%, trois cas de figure mutuellement exclu-
sifs peuvent étre observés : les variants présents exclusivement dans des régions d’origine
ddm1, les variants présents exclusivement dans les régions d’épihaplotype WT et d’ha-
plotype “jaune” (associés au premier WT), et les variants présents exclusivement dans les
régions d’épihaplotype WT et d’haplotype “bleu” (associés au second WT). Au total, il
est possible de classifier les 98 variants (TABLE 4.2) en cinq catégories dont les spécifici-
tés sont synthétisées TABLE 4.1, et qui sont illustrées FIGURE 4.4). On peut notamment
observer que 9 SBS et 2 indels distinguant les individus ddm1 et WT1, ce qui cohérent
avec le nombre de mutations attendues compte-tenu du nombre de générations séparant

ces individus.
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TABLE 4.1 — Classification des variants ADN en ségrégation dans les epiRIL

So(ﬁzur :ﬁce%:i;cc (Epi)haplotype(s) associé(s) Origine probable #SBS | #indels
Présents exclusivement au sein Présents exclusivement chez le WT

Bleu 50% d’épihaplotypes wt et employé lors du backcross et 31 7
dans les 2/3 d’entre eux a I’état homozygote chez cet individu
Présents dans 1/3 des Présents chez les individus WT et ddm1

Jaune 50% épihaplotypes wt et dans employés lors du croisement initial et 30 7
tous les épihaplotypes ddm1 a I'état homozygote chez ces individus

, Présents a I’état hétérozygote dans le F1 ou
. o Présents dans tous les , .

Turquoise | 25% épihaplotypes ddm1 dans le ddm1 employé lors du croisement 3 1
- ‘ ' initial ou & I’état homozygote chez ce dernier
Présents exclusivement dans les Présents exclusivement dans I'individu WT

Orange 25% 2/3 d’épihaplotypes wt auxquels employé lors du backcross et a ’état 9 3
sont associés des variants “bleus” | hétérozygote chez cet individu
Présents exclusivement au sein des | Présents a ’état hétérozygote dans le F1 ou

Saumon 25% 1/3 d’épihaplotypes wt auxquels dans le WT employé lors du croisement 6 1
sont associés des variants “jaunes” | initial ou a I’état homozygote chez ce dernier
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FIGURE 4.3 — Distribution génomique des variants en ségrégation dans les epiRIL. Les SBS
et indels sont représentés par des cercles et des losanges respectivement. Le code couleur
est tel que décrit TABLE 4.1, les variants grisés correspondent a des variants situés au-
dela des DMR stables les plus distales et pour lesquels il n’est pas possible d’'inférer avec
certitude l'origine parentale.

En considérant le taux de mutation par génome par génération calculé chez Arabidop-
sis, cela se traduit par 60 générations d’évolution indépendante entre 'individu sauvage
employé lors du backcross et les individus WT et ddm1 employés lors du croisement initial,

soit une divergence significative pour des individus considérés comme quasi-isogéniques et
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issus du méme lot du graines, ce qui laisse supposer une contamination par un individu
d’'un génotype tiers mais néanmoins dans un fond génétique Col-0. Au moyen de don-
nées de séquengage disponibles pour des pools de plantes cousines des individus WT et
ddm1, j’ai cherché a retrouver si des traces de cet haplotype “bleu” au sein des génomes
d’individus apparentés a ceux employés pour établir les générations précoces des epiRIL.
Aucun variant associé a cet haplotype ne peut étre identifié; au contraire, ’ensemble de
ces individus présentent un haplotype “jaune” ainsi que quelques variants associés a cet
haplotype, ce qui tend a confirmer que la présence de I'haplotype “bleu” dans les epiRIL

résulte d’un contamination lors du backcross.

Par ailleurs, et confirmant d’autant la divergence entre cet individu et le reste des indi-
vidus associés a la création de la population, j’ai pu mettre en évidence qu’a cet haplotype
“bleu” étaient également associées des néo-insertions du rétrotransposon ATCOPIA7S,
qui avaient précédemment été interprétées comme s’étant produites dans 'individu F1 en
raison de la confrontation dans le zygote des épigénomes méthylé (wt) et non-méthylé
(ddm1).

Ce résultat est également renforcé par le fait que parmi les 7 insertions observées, I'une
d’entre elles est présente a l'extrémité sud du chromosome 5, donc en déséquilibre de
liaison avec le locus DDM1. Dans la mesure ou la descendance du backcross a été génoty-
pée pour ne sélectionner que les individus de génotype DDM1/DDM]1, si la remobilisation
s’était produite dans la F1, alors cette insertion devrait étre présente dans 50% des lignées
et les six autres dans 25%, or les sept insertions ségrégent a 25%.

Par ailleurs, le fait que ces néo-insertions soient présentes dans 25% et non 50% des li-
gnées mettent en évidence le fait qu’elles sont a I'état hétérozygote dans le WT2, ce qui
peut suggérer une remobilisation récente mais de faible ampleur. Méme si nous savons a
présent que ATCOPIA7S présente dans les accessions naturelles d’Arabidopsis une varia-
tion dans le nombre de copies en relation avec un gradient de température (Quadrana,
Bortolini Silveira et al. 2016), la remobilisation de cet ET dans I’accession Col-0 n’a été
observée que dans des plantes défectives dans la voie du RADM soumises a un stress cha-
leur (Cavrak et al. 2014 ; Ito et al. 2011 ; Sanchez et al. 2017). Aussi, j’ai recherché parmi
les variants associés a ce WT2 si I'annotation révélait des mutations pouvant se traduire
par une remobilisation de ATCOPIA7S. 11 s’avere que parmi ces variants (TABLE 4.2),
aucun ne se situe ou au sein d’une annotation d’ATCOPIA7S, ou au sein ou a proximité
de génes connus comme étant associés aux différentes voies de méthylation de ’ADN.
Une autre hypothese concernant ce second individu est qu’il puisse dériver d’'un mutant
T-DNA pour I'un de ces genes. A cette fin, j’ai extrait les régions génomiques dérivées de
cet individu afin de vérifier si des séquences correspondant a des fragments de T-DNA ou
a des genes de résistance pouvaient étre identifiées. Aucune trace de telles séquences ne

peut étre identifiée parmi les différentes epiRIL (données non montrées), En conclusion,
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Iidentité tout autant que l'origine de ce second WT restent a ce jour indéterminées.

4.2.3 Validation du pedigree

Des travaux précédents du laboratoire avaient pu mettre en évidence qu’approximati-
vement 8% des 500 epiRIL étaient issues non pas du backcross mais de I'autofécondation
de l'individu F1 (Johannes, Porcher et al. 2009).

Des lors, si le pedigree proposé est correct, I’on devrait retrouver parmi les epiRIL analy-
sées une proportion équivalente de lignées qui ne présentent aucun variant ADN associé a
I'individu employé lors du backcross (néo-insertions de ATCOPIA78 et variants “bleus”
et “oranges”).

Il s’avere que 9 epiRIL sur les 121 (soient 7,4% des lignées, ce qui est compatible avec
la fraction prédite) présentent ces caractéristiques, suggérant que le pedigree proposé et

illustré FIGURE 4.4 est effectivement correct.

{1 Variants (30 SNPs, 8 indels) present in 50% of the population

in every ddm1-derived interval and one third of the WT-derived intervals
ddm1/ddm1 X EE WT1 -> homozygous in the two first founders (ddm1/ddm1 and WT1)
* Variants (31 SNPs, 7 indels) present in 50% of the population
F1 - in the two other thirds of the WT-derived intervals
s E X l l wrT2 -> homozygous in the individual used for the backcross (WT2)

{1 Variants (4 SNPs, 1 indel) present in 25% of the population

sz/’///’; \‘\\”\, in every ddm1-derived interval

-> gither homozygous or heterozygous in the ddm1 founder

I li il il E I (and inherited in the F1) o heterozygous in the F1
4
+
4
+
4
v

.{:( Variants (6 SNPs, 1 indel) present in 25% of the population
4 in one-third of the WT-derived intervals and co-segregating with the variants
v inherited from WT1 (*yellow” haplotype)

4 -> either homozygous or heterozygous in the WT1 parent

v (and inherited in the F1) or heterozygous in the F1

-
.

* Variants (9 SNPs, 3 indels) present in 25% of the population
in two-thirds of the WT-derived intervals and co-segregating with the variants

inherited from WT2 ("blue” haplotype)
-> heterozygous in the WT2 individual
Bl ATCOPIA78 insertions (7) present in 25% of the population and

co-segregating with the WT2-inherited variants ("blue” haplotype)
-> hemizygous in the WT2 parent

FI1GURE 4.4 — Pedigree révisé de la population epiRIL sur la base de I'incorporation des
données de variants en ségrégation.
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4.3 Conclusion et discussion

4.3.1 Perspectives d’exploitation des données de variants par-

tagés

Au travers de la caractérisation des variants partagés par plusieurs lignées et de leur
patron de ségrégation, mon travail a permis de mettre en évidence que le pedigree effectif
de la population epiRIL est plus complexe que décrit initialement (Johannes, Porcher
et al. 2009).

Quelle peut étre la portée de ces résultats, au regard des travaux précédemment effec-
tués avec cette population (Aller et al. 2018 ; Colomé-Tatché et al. 2012 ; Cortijo, Warde-
naar, Colomé-Tatché, Gilly et al. 2014 ; Johannes, Porcher et al. 2009 ; Kooke et al. 2015;
Latzel et al. 2013 ; Roux et al. 2011; Y.-Y. Zhang et al. 2013) ? Alors que deux accessions
different I'une de l'autre par plusieurs milliers de SNP et indels, on n’observe ici qu'un
tres faible polymorphisme nucléotidique, laissant supposer que celui-ci est sans grande
incidence, sauf peut-étre si ces quelques variants en ségrégation contribuent a la variation
héritable décrite pour différents traits complexes dans la population epiRIL. Compte-tenu
du faible nombre de variants caractérisés (98 au total) et exploitables (c’est-a-dire pour
lesquels I’absence du variant est non-ambigué) et de leur distribution le long des chro-
mosomes, il n’apparait pas possible de construire une carte génétique, cette fois-ci basée
sur des marqueurs ADN et qui permettrait de rechercher des QTL portés par variants
nucléotidiques. On peut en effet constater, comme illustré FIGURE 4.3, que ces variants ne
sont pas distribués uniformément le long des chromosomes, mais pour la majorité d’entre
eux organisés en clusters. Une explication a cette distribution particuliere peut étre que
la majorité de ces clusters sont retrouvés dans les régions péricentromériques, dans les-
quelles 'intensité de recombinaison est la plus faible. Aussi, il est envisageable que ces
régions n’aient pas été “nettoyées” au cours des backcross successifs, d’ou un niveau élevé
de polymorphisme.

Néanmoins, concernant les QTLepi détectés a ce jour (FIGURE 3.5), 'absence de co-
ségrégation entre épiphaplotype et haplotype pour la majorité (94/98) des variants rend
moins plausible la causalité de variants ADN aux QTLepi, ce qui suggere que les QTLepi
détectés a ce jour sont effectivement de nature épigénétique. Ces points seront explorés
plus avant dans le CHAPITRE 7.

Quoi qu’il en soit, il peut étre envisagé de tirer profit de ces variants en ségrégation pour
développer des marqueurs ADN qui permettraient d’identifier chacune des 121 epiRIL
par simple génotypage ; un outil qui peut s’avérer précieux pour qui utilise les epiRIL au

laboratoire.
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Chapitre 4 — Caractérisation de la variation nucléotidique présente parmi les epiRIL

4.3.2 Les epiRIL, une population de lignées M A avec des états

de méthylation mosaiques

Comme discuté dans 'introduction, les populations de lignées d’accumulation de mu-
tations se caractérisent par i) un fond génétique homogene, ii) des modalités de propaga-
tion avec présence de goulot d’étranglement a chaque génération et iii) une propagation
en ’absence de pression de sélection.

Compte-tenu de la faible ampleur de la variation ADN en ségrégation et des modalités de
création et de propagation des epiRIL, cette population peut étre assimilée a une popula-
tion de lignées MA, laquelle présenterai des épigénomes mosaiques de régions méthylées
et hypométhylées.

Ceci nous permet donc d’évaluer de fagon directe I'impact de la méthylation de ’ADN

sur le taux de mutation (CHAPITRE 5).
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4.3. Conclusion et discussion

TABLE 4.2: Identité des variants ADN non-ET en ségrégation

Type Classe Chr Position REF ALT Annotation PCR

SNP  Bleu Chrl 7241579 G ET | AT1ITE23395
Indel Orange Chrl 8067517 AAT Geéne | AT1G22770
SNP  Jaune Chrl 9497509 G Gene | AT1G27340

A

A

A
SNP  Bleu Chrl 9883998 G A Région intergénique X
SNP  Jaune Chrl 13033405 C T Région intergénique X
indel Jaune Chrl 13908828 CA C Région intergénique
SNP  Bleu Chrl 13967107 C T ET | AT1TE45845 .
SNP  Bleu Chrl 14023610 C T ET | AT1TE46065 X
SNP  Azur Chrl 14590272 T C ET | AT1TE48035 .
SNP  Bleu Chrl 15509104 G A ET | ATITE51070 X
SNP  Orange Chrl 15818726 A G ET | ATITE52085 X
indel  Jaune Chrl 15935454  TGGTGAAG T ET | ATITE52520 X .
indel Bleu Chrl 15972511 AT A ET | AT1TE52650
indel  Jaune Chrl 17863273 TC T Région intergénique
SNP  Bleu Chrl 18002233 T C ET | AT1TE59745 X
SNP  Bleu Chrl 18173880 C T Géne | AT1G49120
indel Orange Chrl 18343059 TA T Geéne | AT1G49560
SNP  Bleu Chrl 20362809 G A ET | ATITE67280
SNP  Bleu Chrl 21675141 G A Région intergénique
SNP  Jaune Chrl 21745570 C T Région intergénique
indel  Bleu Chrl 24729023 CA C ET | AT1ITE81230
SNP  Jaune Chrl 24825541 G A Géne | AT1G66540
SNP  Saumon Chrl 24961964 T A Geéne | AT1G66910
SNP  Jaune Chrl 25064916 G A Géene | AT1G67110
SNP  Orange Chr2 1486806 G A ET | AT2TE06885 X
SNP  Orange Chr2 1672192 T A ET | AT2TE07745
SNP  Bleu Chr2 1685655 C CA ET | AT2TE07805
SNP  Bleu Chr2 2865618 C T Région intergénique X
indel  Bleu Chr2 4618505 G GAT Région intergénique
SNP  Jaune Chr2 5306035 C T ET | AT2TE21605
SNP  Jaune Chr2 5542775 C A Région intergénique X
SNP  Bleu Chr2 5774917 G A ET | AT2TE23480
indel  Jaune Chr2 6469233 GT G ET | AT2TE26425
SNP  Jaune Chr2 11434437 A C Gene | AT2G26810
SNP  Orange Chr2 11560143 G C ET | AT2TE50140
SNP  Jaune Chr3 3666840 A G Région intergénique
SNP  Jaune Chr3 4740011 C T Région intergénique
SNP  Jaune Chr3 8547929 G A Région intergénique .
SNP  Saumon Chr3 8733951 A C Gene | AT3G24170 X
indel Bleu Chr3 9589063 TA T Région intergénique
SNP  Bleu Chr3 9858537 T C ET | AT3TE41045
SNP  Jaune Chr3 10202051 A G ET | AT3TE42410
SNP  Bleu Chr3 10743038 G A ET | AT3TE44650
indel Orange Chr3 11762942 CTATGGAAAA C ET | AT3TE48990
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Chapitre 4 — Caractérisation de la variation nucléotidique présente parmi les epiRIL

TABLE 4.2: Identité des variants ADN non-ET en ségrégation

Type Classe Chr Position REF ALT Annotation PCR
SNP  Orange Chr3 11795091 C T ET | AT3TE49090

SNP  Azur Chr3 13092809 C T ET | AT3TE53605

SNP  Bleu Chr3 14288480 A T Région intergénique

SNP  Jaune Chr3 14509867 G T ET | AT3TE59480

SNP  Jaune Chr3 14518339 C G ET | AT3TE59525

SNP  Jaune Chr3 14530903 G A ET | AT3TE59535 .
SNP  Jaune Chr3 14545591 C A ET | AT3TE59600 X
SNP  Saumon Chr3 14725289 T A Gene | AT3G42640

SNP  Orange Chr3 15129360 A C ET | AT3TE61585

SNP  Orange Chr3 15507720 G A ET | AT3TE62815

SNP  Bleu Chr3 15861145 C T ET | AT3TE64160

SNP  Bleu Chr3 16205156 C T ET | AT3TE65635

indel Saumon Chr3 17060365 G GT ET | AT3TE69150

SNP  Bleu Chr3 18112512 G A ET | AT3TE73435

SNP  Bleu Chr3 18253358 C G Gene | AT3G49220

SNP  Saumon Chr3 19637526 A G ET | AT3TE79750

SNP  Jaune Chr3 20306786 C T ET | AT3TE82555 .
SNP  Bleu Chrd 2834559 G A ET | ATATE13315 X
SNP  Jaune Chrd 2920544 G A Région intergénique .
SNP  Jaune Chr4 3318778 C G ET | AT4TE15155 X
SNP  Orange Chr4d 3946307 T A ET | ATATE17205

indel Bleu Chrd 4474111 ACCAGAT A ET | ATATE18865

SNP  Jaune Chr4 5115842 T A ET | ATATE21220 .
SNP  Orange Chrd 5126890 A C ET | AT4TE21290 X
indel Bleu Chrd 7214677 C CATTATTTGT Région intergénique

SNP  Bleu Chrd 7344157 C A Région intergénique

indel  Azur Chr4 7652616 AC A ET | ATATE33480

indel  Jaune Chrd 7750735 G GT Geéne | AT4G13310

SNP  Bleu Chrd 7944780 G A Région intergénique .
SNP  Jaune Chr4d 10012411 A G Gene | AT4G18030 X
SNP  Bleu Chrd 10291133 A T Région intergénique

SNP  Bleu Chr4 12093042 C T ET | ATATE56060

SNP  Azur Chr4 13798054 A T Geéne | AT4G27640

SNP  Bleu Chr4 13909063 A C Région intergénique

SNP  Jaune Chr4 15427181 A G Gene | AT4G31890

SNP  Jaune Chrd 16428223 A G Région intergénique

SNP  Jaune Chr5 4896800 G A Geéne | AT5G15110

SNP  Bleu Chrb 7980674 A T Région intergénique

SNP  Bleu Chrb 8654576 G C Région intergénique

indel Jaune Chrb 8872537 TG T Région intergénique .
SNP  Bleu Chr5 9381623 C A ET | AT5TE34035 X
SNP  Jaune Chr5 10075739 G A Région intergénique X
SNP  Jaune Chr5 10214637 G A Région intergénique X
SNP  Saumon Chr5 10874531 C G ET | AT5TE39495
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4.3. Conclusion et discussion

TABLE 4.2: Identité des variants ADN non-ET en ségrégation

Type Classe Chr Position REF ALT Annotation PCR
SNP  Saumon Chr5 10943157 C T Geéne | AT5G28920

SNP  Jaune Chr5 11645737 T C ET | AT5TE42015

SNP  Bleu Chr5 12506158 G A ET | AT5TE44310

SNP  Bleu Chr5 14215841 A T ET | AT5TE50805

SNP  Bleu Chrb 14240551 T A Gene | AT5G36180 .
SNP  Jaune Chr5 15070083 T C Geéne | AT5G37860 X
indel  Jaune Chr5 15431687 G GT Région intergénique

SNP  Jaune Chr5 19102123 G A ET | AT5TE68695

SNP  Bleu Chr5 19562194 G A Gene | AT5G48250

SNP  Jaune Chr5 20669976 G A ET | AT5TE74470
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CHAPITRE 5

Impact d’une perte de méthylation
de PADN sur le spectre des

mutations ponctuelles

5.1 Introduction

Comme décrit dans le CHAPITRE 1, la méthylation de ’ADN est intrinsequement mu-
tagene, compte-tenu du taux plus élevé de désamination des 5mC que des cytosines non
méthylées, et de la formation d’une base ADN (T) au cours de la désamination des 5mC.
Les mésappariements qui en résultent sont des lors plus difficiles a identifier et a corriger,
d’ott une forte incidence de transitions C — T aux cytosines méthylées.

Si ce mécanisme est bien connu, 'impact mutationnel de la 5mC est dans les faits évalué
le plus fréquemment au travers d’approches indirectes (corrélations entre données de po-
lymorphisme ou de divergence et profils de méthylation) ; et a ce jour aucune description
directe et a ’échelle du génome entier n’a été effectuée chez quelque organisme que ce soit.
Afin d’effectuer une telle analyse, il s’agirait de se placer dans un systéme expérimental
dans lequel le profil de méthylation peut étre altéré; puis d’en caractériser le patron de
mutation.

Contrairement a I’'emploi d’agents chimiques pouvant altérer le patron de méthylation (5-
azacytidine), le recours a des mutants de méthylation permet de modifier de fagon robuste
et reproductible les profils de méthylation. Si comme décrit au CHAPITRE 2 les mutants de
méthylation chez les mammiferes présentent une létalité embryonnaire qui ne permet pas
une description du patron de mutation ; chez les plantes et plus spécifiquement chez Ara-
bidopsis de tels mutants sont viables et fertiles. Par ailleurs, comme présenté CHAPITRE
3, des états de méthylation différentiels peuvent étre transmis au travers des générations
chez ces organismes, ce qui autorise I’étude de I'impact mutationnel de la 5mC dans un

fond génétique sauvage, évitant ainsi de potentiels effets confondants.

Dans le CHAPITRE 4, j’ai pointé le fait que les modalités de propagation de la popu-
lation epiRIL (absence de sélection, filiation monograine) ainsi que son tres faible niveau

de polymorphisme rendent cette population assimilable a une population de lignées MA,
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Chapitre 5 — Impact d’'une perte de méthylation de 'ADN sur le spectre des mutations
ponctuelles

avec un particularité notable; les méthylomes mosaiques de régions méthylées et hypo-
méthylées de chaque lignée.

Dans ce contexte, j’ai entrepris d’employer la population epiRIL pour analyser I'impact
mutationnel de pertes héritables de méthylation. Comme mentionné dans 'introduction,
cette hypométhylation peut conduire a la réactivation transcriptionnelle et dans certains
cas a la remobilisation d’éléments transposables, un cas de figure particulier qui est traité
dans le CHAPITRE 6.

5.2 Manuscrit en préparation

Les pages suivantes présentent I’ébauche d’un article en préparation décrivant le spectre
des mutations ponctuelles dans la population epiRIL et en particulier la réduction du taux
de transitions C — T dans cette population.

Dans cet article, je 1) mets en évidence la similarité entre epiRIL et MA lines, ii) carac-
térise les spectres des mutations ponctuelles dans ces deux populations et iii) propose un
modele explicatif pour la réduction du taux de transitions C — T dans les epiRIL.

Des analyses complémentaires qui permettront de préciser les résultats obtenus sont en

cours et seront discutées dans la section suivante de ce chapitre.
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Abstract

DNA methylation is an epigenetic modification that is pivotal in ensuring proper genome function and in-
tegrity, notably through the silencing of transposable elements (TEs). However, as spontaneous deamination
of 5-methylcytosine (5mC), which can lead to C—T transitions, is more frequent than that of unmethylated
C, DNA methylation is also inherently mutagenic, yet a direct, genome-wide assessment of its mutational
impact is still lacking. Here, we make use of a population of Arabidopsis mutation accumulation lines with
mosaic methylation profiles to investigate the effect of heritables losses of DNA methylation on the spec-
trum of spontaneous mutations. We show in this population a strong reduction in the rate of C—T, which
we interpret as the combination of the lower number of mCs at-risk for deamination and the higher DNA
repair over heterochromatic regions, presumably due to the re-establishment of transcription at the loci.
Altogether, these results propose a in-depth model of the mutational forces influencing the evolution of TE

sequences.

Introduction

In both plants and mammals, DNA methylation
plays a pivotal role in ensuring proper genome
function and integrity, notably through the epige-
netic silencing of transposable elements (TEs). Im-
portantly, the presence of 5-methylcytosine (5mC)
leaves considerable genomic footprints, as exempli-
fied by the depletion in CpG dinucleotides in mam-
malian genomes which are typically methylated at
CG sites except in so-called CpG islands [3].

The higher mutability of 5mC compared to its un-
methylated counterpart can be explained by the com-
bination of two factors. First, if C and 5mC are
both susceptible to spontaneous deamination, 5mC is
more liable to deamination than C, which promotes
a higher mutation rate of 5mC compared to C Sec-
ond, deamination of C converts C into uracil (U),
which is not found naturally in the DNA sequence.
As a consequence, U can be easily detected and re-
moved by uracil glycosylase with the subsequent re-
placement by the correct base. On the other hand,
deamination of 5mC converts 5mC into T, which is
one of the building blocks of DNA. The mechanism
to detect the deaminated 5mC as a mutated base is
therefore less efficient, which consequently reduces
its rate of repair [17, 9]

Despite this well-characterized effect of DNA methy-
lation, we still lack a comprehensive view of its im-
pact on the whole spectrum of mutations in any
given organism. Studies to date have been limited
in scope [4] or mainly relied on indirect approaches,
such as comparisons between methylomes and inter-
or intra-species DNA polymorphisms [39, 21, 26,
13, 28], while one would ideally need to alter DNA
methylation patterns in a controlled manner and in-

vestigate the mutational consequences genome-wide.
This strategy is however difficult to implement, par-
ticularly in mammals where a loss of DNA methyla-
tion leads to embryonic lethality.

In contrast, the flowering plant Arabidopsis thaliana
combines multiple advantages to perform such a
study: most mutants affecting DNA methylation are
viable and fertile, perturbation of DNA methyla-
tion patterns can be induced reproducibly by genetic
means and a loss of DNA methylation can in part be
stably inherited even in the absence of the inducing
mutation, therefore allowing to investigate the ge-
nomic consequences of a loss of DNA methylation in
a wild-type background, therefore avoiding the con-
fonding effects associated with further

Here, we make use of a population of so-called epi-
genetic recombinant inbred lines (epiRILs) to inves-
tigate the impact of DNA methylation on the rate
and spectrum of spontaneous mutation. The epiR-
ILs derive from a cross between the ddmi! mutant,
which displays an extensive loss of DNA methylation
over TE loci, and a near-isogenic wild-type individ-
ual [18].Following a back-cross, lines selected as wild-
type at the DDM1 locus were advanced by single-
seed descent for six generations under minimal se-
lection, a design which is similar to the one used to
establish populations of so-called Mutation Accumu-
lation lines, an experimental strategy that has been
employed to study spontaneous mutation in a large
number of organisms under the following rationale:
at each generation, the use of small effective popula-
tion size (here equal to one) minimizes natural selec-
tion and maximises genetic drift, therefore allowing
the accumulation of all but the most deleterious mu-
tations [14, 1, 22].

Such a MA lines population has been established in



Arabidopsis thaliana: starting from a single, highly
inbred founder individual, Shaw and colleagues es-
tablished a set of 120 lines, out of which 10 were
then sequenced following 30 generations of indepen-
dent evolution [34, 27]. Direct comparison between
the epiRILs and the MA lines allows us to infer how
much do the heritable losses of DNA methylation in
the epiRILs did affect the spectrum of spontaneous
mutations in only a few generations.

Results
The epiRILs are bona fide MA lines

By design, DNA sequence variation in the epiRILs
is expected to occur at two levels : first, the vari-
ants that are shared by at least two lines and must
have occurred during the initial stages of the pop-
ulation setup and second, those that are private to
a single epiRIL and therefore must have occurred
during the propagation of the lines. As the epiRILs
derive from inbred founders, the amount of shared
DNA sequence variation is expected to be limited,
with the exception of transposable element remobil-
isation events that could have occurred in the ddm1
mutant or in the F1 due to the reduced DNA methy-
lation. 122 epiRILs that underwent six generations
of single-seed descend and for which methylome in-
formation is available have been resequenced and
both TE remobilisation events and other types of
DNA sequence mutations (point mutations, indels,
structural variations) have been profiled [12, 31], the
former being described extensively elsewhere [31].
In order to tease apart standing DNA sequence vari-
ation from mutations that accumulated during the
propagation of the lines, we performed a population-
level joint discovery of small-scale variants (single-
base substitutions and short insertions or deletions,
here after referred to as SBS and indels, respectively)
(see Methods section). This analysis led us to iden-
tify 131 SBS and 31 indels that segregate among the
epiRILs and that could unequivocally be associated
to a parental origin (Figure S2, Table S2)).

This level of standing variation is orders of magni-
tude lower than that of a classical RIL design deriv-
ing from a cross between two accessions, in which
the founders differ by tens of thousands of DNA
polymorphisms including large-scale rearrangements
in some instances [41]. It was recently shown that
a high level of heterozygosity was associated with a
high mutation rate in the form of a feed-forward loop
[40]. Here, given the low level of divergence between
the founding individuals, this parameter is expected
to be of little influence on the pattern of mutation
accumulation in the epiRILs and these can therefore
be approximated to an regular MA line population
(Figurel). Before pursuing further on characteriz-
ing the rate and spectrum of spontaneous mutations
in the epiRIL population, we investigated whether
the different DNA repair pathways were affected in

the ddmI mutant as well as in the epiRILs.

Indeed, DDM1 encodes a chromatin remodeler from
the SWI/SNF family, which are involved in DNA re-
pair in a wide range of organisms, and previous work
could show a higher sensitivity of ddmI mutant to
gamma irradiation and UV-C damage [33], presum-
ably in line with an impaired nuclear organization
and chromatin structure [29].

We looked for the differential expression of 190 genes
previously curated and associated with the main
DNA repair pathways in the RNAseq data available
for five epiRILs and the ddm! mutant and did not
find any of these genes to be misregulated in these in-
dividuals. In addition, none of the segregating DNA
sequence variants (Table S2) were found to overlap
with these DNA repair-associated genes, prompting
us to conclude that the epiRILs do not display any
major constitutive alteration of the main DNA re-
pair pathways.

The census of all shared DNA sequence variants
allows us to confidently identify these that are pri-
vate to a single line, and are relevant to the study of
the mutation rate. Using only the 113 F9 epiRILs for
which we have sequence data of sufficient quality to
estimate mutation rates (Figure S1, Table S1), we
identify 388 single-base substitutions and 185 indels
(Supplementary Table 2). We found no excess of
synonymous SBS (x-squared test, P=0.348), which
indicates a lack of selection during the propagation of
the lines, reinforcing the notion that the epiRILs can
truly be assimilated to a MA population (Figurel).
In order to draw a comparison with the MA lines
population, we used the same pipeline to reanalyze
publicly available sequence data for 10 G30 MA lines,
including the 5 lines (MA29, MA39, MA49, MA59,
and MA69) that had been used to provide the first
direct estimate of the Arabidops mutation spectrum
[27]. The 259 SBS and 74 indels we identified among
the 10 lines all include the 99 and 13 previously re-
ported in [27] (Supplementary Table 3).

Patterns of small-scale mutation in the
epiRILs and the MA lines

Building on the identification of private, small-
scale (less than 50bp) mutation events that occurred
in the MA lines and the epiRILs, we analyzed the
rate and pattern of point mutation and indels in both
populations. Strikingly, the ratio of point mutations
to indels, equals to 2.05 in the epiRILs, deviates
from estimates obtained in other mutation accumu-
lation experiments in Arabidopsis (3.5 and 3.7 in
the Col-0 MA lines and a parent-progeny sequenc-
ing Col-0/Ler design [40], respectively). Further
investigation of this pattern identifies a bias of the
epiRIL indel spectrum towards 3- to 5bp long inser-
tions specifically, which correspond for most of them
(82/96) to the excision footprints that were left by
the extensive remobilisation of one DNA transpo-
son in the epiRILs, described elswhere [31]. Point
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[18] and the MA line population (right panel) [34]. Note the

similarities in the design (propagation by single-seed descent) as well as the differences between the two populations in

terms of number of lines and number of generations.

mutations that have accumulated in the epiRILs are
comparatively more abundant in TE-rich, pericen-
tromeric regions than in gene-rich chromosome arms
(Figure S4). Furthermore, GC-rich triplets have
a tendency to mutate the most and transitions are
more frequent than transversions, again suggesting
that the global pattern of point mutations resembles
that of Arabidopsis mutation accumulation experi-
ments [27, 40] (Figure S4)
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Mutation rate per site per generation (x 10’9)
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Figure 2: Single-base substitution spectra in the epiR-
ILs (blue) and the MA lines (orange). Horizontal lines of
the same colour depict the global mutation rate, coloured
shadow the SEM. Dashed lines indicate the rates upon
correction for maximal possible underestimation given

the distinct number of generations between the two set-
tings [16].

However, the comparison of the mutation spectra
of the MA lines and the epiRILs reveal a strong and
significant decrease specifically in the rate of C:G
— T:A transitions in the latter (P < 0.001, Fisher’s
exact test) which in turn triggers a reduction of the
genome-wide rate of single-base substitution (4.48
+/- 0.23 x 10-9 base substitution per site per gener-
ation in the epiRILs, versus 7,63 +/- 0.49 x 10-9 in
the MA lines, which is in line with previous estimates
[27, 40]). Because the MA lines and the epiRILs dif-
fer in the number of generations of propagation of
the lines and because we only consider homozygous
mutations, the rate of mutation we find in the epiR-
ILs may be an underestimation of the actual one. In
order to account for this possible confounding effect,
we corrected the rates of C — T transitions as well
as the genome-wide one for the maximal possible
understimation. Still, we find a significant decrease
in both rates in the epiRILs compared to the MA
lines.

Dissecting the basis of the distinct rate of
C — T in the two settings

Because the epiRILs display reduced methylation
levels exclusively in ddm1-derived regions, we inves-
tigated further the rates of C — T transitions be-
tween the MA lines and the wt- and ddmI-derived



intervals of the epiRIL population. We find a reduc-
tion in this rate between wt- and ddmI-regions, in
line with the methylation status between the two,
but also between wt-derived intervals of the epiRILs
and the MA lines (Figure 3A). In order to find out
the origin of the latter difference, we determined the
trinucleotide context of the different mutated posi-
tions in the two settings. More precisely, we searched
for a differential enrichment of so-called dipyrimidine
sites (C or T, immediatly preceded or followed by C
or T) among the mutated sites. Indeed, the initial
description of the Arabidopsis mutation spectrum us-
ing MA lines associated the strong bias towards C
— T to the combined effects of spontaneous deam-
ination of methylated cytosines and UV-B induced
mutagenesis at dipyrimidine sites, which both give
rise to [27].

Strikingly, we found the mutated positions to be en-
riched in such DP sites in the MA lines but not in
the epiRILs (Figure 3B). Because UV-B-induced
mutagenesis actually corresponds to daylight inten-
sity which can vary from one region of the world to
the next, we hypothetized that these differences may
be reflect the distinct growth conditions of the two
populations.

Rate of methylation-induced C — T and
dampening effect of transcription

In order to avoiding confounding effects associ-
ated with the aforementioned high rate of C — T
transitions at dipyrimidine sites in the MA lines, we
then focused exclusively on differences between wt-
and ddm1- derived intervals.

We first aimed to estimate a rate of C — T transi-
tions in line with the methylation status of the cy-
tosine in both type of intervals. Because the wt-
and ddm1-derived regions were determined using the
MeDIP-chip technique [6] for methylome profiling [5]
and therefore do not provide single-cytosine resolu-
tion, we made use of the whole-genome bisulphite
sequencing datasets available for 5 epiRILs to estab-
lish a so-called composite methylome. Indeed, be-
cause the methylation status of individual cytosines
were shown to vary readily between samples and gen-
erations, with additionnal confounding effects associ-
ated with the difficulty to produce a robust methyla-
tion call in non-CG contexts [32, 2], such an approach
allows us to dampen sample-specific individual vari-
ation.

This composite methylome, illustrated Figure 4 al-
lows us to define the methylation status of single cy-
tosines across the two-thirds of the genome, with a
relative fraction of pericentromeric regions and chro-
mosome arms comparable to the one of the full-
length genome (Figure 4A and B).

Albeit the fact that methylated cytosines are as-
sociated with a higher rate of C — T transitions than
their unmethylated counterparts is well established,
the actual extent of this difference has been pro-
posed to range from 10 to 40-fold. [7, 36, 8]. Here,

we estimate a rate of C — T transitions at methy-
lated cytosines in wt-derived regions to be 10 times
higher than that of their unmethylated counterparts
in both CG and CHG contexts, which is at odds with
a previous estimate (12) derived from the pattern
of CpG depletion in vertebrate genomes [36]. Con-
versely, this difference appears milder in the CHH
context, a pattern that may result from a lower sta-
tistical power to detect methylated sites in this con-
text and/or from the lower methylation level at these
sites. In comparison, the rate of C — T transitions
is reduced in all three methylation contexts in ddm1-
derived intervals compared to wt, a pattern that
can not be attributed to the simple lower number
of methylated cytosines in these regions. Alterna-
tively, this would suggest either that the methylation
level of individual cytosines is lower in these regions,
which would translate into a lower probability of mu-
tation, or that the methylated sites in ddm1-derived
regions were subjected to additionnal features than
would trigger a lower rate of damage and/or a higher
rate of repair (Figure 4C). As a support for the lat-
ter hypothesis, the global mutation rate over TEs is
also lower in ddmI-derived regions compared to wt-
ones, a pattern that is not observed in genes which
reside in euchromatic regions and are not affected
by the ddm1-induced hypomethylation (Figure 4D)
Because TEs located in pericentromeric intervals of
ddm1 origin are found to be transcriptionally re-
activated [31] and because the re-establishment of
transcription and concomitant transcription-coupled
DNA repair to heterochromatin suffices to trigger a
reduction in the rate of mutation [42], we propose
that this reduced rate of C — T transitions is the
consequence of both a lower rate of mutation (due to
the lower number of mCs) and a higher of repair (due
to an ectopic transcription-coupled DNA repair).

Conclusion

In this work, we aimed to provide a clear assesse-
ment of the methylation-induced rate of mutations
over transposable element sequences. Such TE an-
notations have been previously found to undergo a
high rate of mutation, which in no small part is due
to the mutagenic effect of the deamination of methy-
lated cytosines [24, 25, 19, 11].

However, because mutation rates are known to vary
across the genome due to the combination of several
factors ranging from local GC content to chromatin
compaction as well as replication timing [23, 15, 35],
knowing the exact rate at which these sequences mu-
tate is crucial to provide a better assessment of their
rate of evolution.

Here, using a population of mutation accumulation
lines segregating heritable losses of DNA methyla-
tion over TE loci, we suggest that the reduction in
the rate of C — T transitions is the combination of
the lower number of methylated Cs and of the re-
establishment of transcription at these loci typically



>
w

P = 0.05

1z L 10
"
P =005 g

1l = MA lines (n=238) g oe
= wi-derlved regions (n=251) =

0] = ddmi-derived regions (n=92) s
&

9| 5 a4
-
s

s | B o2
Peo0s E

s 00

MA  epiRiLs

ns

Mutstion rate per site per generation (x 10°%)
-]

2
2
=
£ o
4t 2
Z ..
T N
[&]
Z o
T g
T oz
1} £
WT- ddmi-
AT—GC CG=TA AT=CG AT-TA CG—AT CGE-GC derived derived

Transitions Transversions

Figure 3: Higher mutation rates at cytosines in a dipyrimidine context explain differences in the rates of C — T tran-
sitions between the MA lines and the wt-derived intervals of the epiRILs. (A) SBS spectrum of the MA lines (orange)
and the epiRIL in wt-derived (green) and ddmI-derived (red) regions. Dark green and dark red rectangles indicate
the correction for maximal possible underestimation of the rate due to differences in the number of generations. (B)
Proportion of C — T transitions at dipyrimidine (dark grey) and non-dipyrimide (light grey) sites, p-value from Fisher’s
Exact test.

A
Chrl B
— 10
epiRILG0  m— R
epiRILIS IE—— £
€piRIL202 NI 2.
epiRIL260 iy g
epiRIL344 IS s
epiRIL480 pupm—— g I I
e 5 w2
o

Genome Composite
wide methylome

WT-derived
ddm1i-derived

(o]
o

& 147 = wt-derived regions

- = W ddmI-derived regions
Y a5 mmC % 1
,: L c
Z g
s 8 194 P<005
® 3= 2
]
2 o
5 30 ; '
2 4 e
a 2
G ad w 6
g g
g 154 o 4
ERTE e
s c
g 51 g 21
E :

WT- - WT- - WT-  ddmi- = o

derived  derived derived  derived denved derved TEs Genes

G context CHG conlext CHH conlext

Figure 4: Rate of C — T transitions in the epiRILs and influences thereof. (A,B) Composite methylome constitution
and proportion of pericentromeric regions (dark gray) and chromosome arms (light grey) in comparison to the complete
genome. (C) Rate of mutation at methylated and unmethylated cytosines in the three methylation contexts in wt-
and ddm1-derived regions of the epiRIL. Error bars denote SEM. Stars denote statistically significant differences from
Fisher’s exact test. (D) Rate of mutation in the TE and gene fraction of the genome in wt and ddmI-derived intervals.
P denotes statistical significance of Fisher’s exact test, error bars denote SEM.



found in compacted heterochromatin.

Further work will be needed to incorporate the ef-
fects of the global level of chromatin decompaction
over the whole pericentromeric regions (rather than
the sole re-establishment of transcription over TE
loci) as well as the effect of the local GC content,
which is generally low over TE sequences [20, 24]
and is known to influence the liability to spontaneous
deamination at a local scale [10, 26].

Materials and Methods

Dataset origin

Mate-pair WGS data for 121 F9 epiRIL previously
produced in our group are available in GEO under
SRP XXXXXX [31, 12]. RNAseq and WGBS data
for 5 and 6 epiRILs respectively are deposited un-
der the same SRP. MA line WGS and WGBS data
described in [2, 27] were retrieved from GEO acces-
sion XXXXXX. Wt- and ddm1-derived regions are
defined based on previously published work [5].

Reads mapping and variant calling

After quality check, trimmed reads were mapped
to the Arabidopsis Col-0 TAIR10 reference genome
using BWA-MEM v 0.7.10, which was shown to per-
form well on mate-pair sequencing data with 76nt-
long reads. Duplicate reads were then removed using
Picard MarkDuplicates. The joint identification of
small-scale variants (single-base substitutions and
indels) was perfomed using GATK HaplotypeCaller
in —joint-genotyping mode on the epiRIL (parents in-
cluded) and MA lines cohorts separately. To ensure
an accure calling of point mutations, raw variant
calls were filtered to keep only the variants which
quality scores were equal or higher than the ones of
known true mutations in the samples (the ddm1-2
mutation, PCR~validated SBS that segregate in the
epiRIL population and SBS identified in [27]). Vari-
ant calls falling in regions of the Arabidopsis Col-0
genome that display recurrent coverage abnormali-
ties [30] were filtered out. All variant calls passed
these criteria were subjected to visual inspection us-
ing Integrative Genome Viewer [37].

Mutation rate calculation

Mutation rate per generation mg or per site ms was
estimated as m = n/g or n/s respectively, where n
stands for the number of homozygous mutation per
line, sthe number of sites at risk for mutation and g
the total elapse of generations. Because of a finite
number of generations, the calculated mutation rate
is either an overestimation or an under estimation
of the actual, depending on whether heterozygous
mutations or only homozygous ones were taken into
account. In order to be able to compare mutation
rates between the MA lines and epiRIL settings, we
applied the correction for maximal possible underes-
timation as devised in [16].

Calling of methylated cytosines in the com-
posite methylome

WGBS datasets were analyzed as described in [38].
Only 5 epiRILs out of the 6 for which WGBS in-
formation are available were used ; the last one was
filtered out due to a high content of ddm1-derived re-
gions which may have driven down the methylation
level of individuals sites.
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5.3. Conclusion et discussion

5.3 Conclusion et discussion

Dans ce chapitre, j’ai pu mettre en évidence une réduction spécifique du taux de tran-
sitions C — T dans les epiRIL, en lien avec les pertes héritables de méthylation dans
cette population. J’ai également pu proposer que cette réduction soit due a la combi-
naison du plus faible nombre de cytosines méthylées mais également du rétablissement
de la transcription (et donc de l'intervention du transcription-coupled DNA repair) au
niveau des ET, qui sont les cibles primaires de la machinerie de méthylation et sont hy-
pométhylés dans les epiRIL. Je décris par ailleurs qu'une partie des différences dans le
taux de transitions C — T entre epiRIL et MA lines a a voir avec un enrichissement
en sites dipyrimidiques des positions mutées dans cette derniere population, ce qui peut

étre imputé a des conditions distinctes de croissance des lignées entre ces deux populations.

Les résultats présentés dans les pages précédentes sont novateurs, notamment puis-
qu’ils décrivent la premiere évaluation directe a I’échelle du génome entier de l'impact
mutationnel de la méthylation des cytosines. Cependant, plusieurs points peuvent étre
discutés et méritent pour certains des analyses complémentaires. En premier lieu, il faut
mentionner qu’en raison de la ségrégation des régions dérivées de wt et de ddm1 au cours
de la propagation des lignées ainsi que de la reméthylation au fil des générations de pres
des deux tiers des DMR parentales (F. K. Teixeira et al. 2009), les travaux présentés ici
ne peuvent fournir une estimation exacte du taux de transitions C — T associé a la mé-
thylation des cytosines. Une estimation plus précise aurait pu étre obtenue en effectuant
une analyse équivalente a celle des trios parents-enfants, a savoir en séquencant un grand
nombre d’epiRIL en génération F2 et non pas F8. Dans ce cadre, les états de méthylation
différentiels ne seraient pas encore fixés mais a 1’état “épihétérozygote”, ce qui pourrait
également amener des effets confondants si de méme que dans les régions hétérozygotes
I’épihétérozygotie module le taux de mutation localement. Une explication a cela pourrait
étre un état chromatinien particulier dans ce contexte, qui influencerait I'accessibilité a
I’ADN.

Un premier point qu’il sera nécessaire d’éclaircir est le suivant : les différences dans le
taux de mutation au niveau des régions péricentromériques dérivées de ddml sont-elles
exclusivement provoquées par le transcription coupled DNA repair au niveau des ET, ou
un état chromatinien plus ouvert de I’ensemble de ces régions y contribue-t-il également ?
Ceci pourrait étre précisé par I'incorporation des données ATACseq en cours d’obtention
au laboratoire, qui permettent de capturer le degré d’ouverture de la chromatine.

Un facteur confondant additionnel a a voir avec le fait que de fagon générale, les ET
présentent un contenu en GC plus faible que le reste du génome (Lerat et al. 2002), avec
des variations entre familles ’ET et entre annotations, en raison de leur “a4ge” dans ce

dernier cas (Maumus et al. 2014). Comme décrit CHAPITRE 1, un contenu localement plus
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Chapitre 5 — Impact d’'une perte de méthylation de 'ADN sur le spectre des mutations
ponctuelles

élevé en GC réduit le taux de transitions C — T aux cytosines méthylées. Des analyses
sont actuellement en cours afin de tester 1’association entre ces deux parametres et donc
de préciser I'impact effectif de la 5mC sur le taux de mutation dans ces différents types
d’annotations.

Il peut également étre mentionné que le séquengage bisulphite de 121 epiRIL, actuelle-
ment conduit au laboratoire, permettra de préciser le taux de transitions C — T dans
les différents contextes de méthylation mais également dans les différentes fractions du
génome (régions péricentromériques vs bras dérivés du wt ou de ddm1).

Quoi qu’il en soit, ces différentes analyses seront limitées dans leur résolution en raison

du faible nombre total de mutations dans les epiRIL tout comme dans les MA lines.
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CHAPITRE 6

Impact de la remobilisation des ET
sur le spectre mutationnel de la

population epiRIL

6.1 Introduction

Comme nous 'avons vu dans l'introduction, le ET sont des contributeurs importants
aux paysages mutationnels, et ce sur plusieurs plans : création de cassures double-brin
dans I’ADN lors de I'intégration a un nouveau site ou lors de I’excision, formation d’indels
associés a cette excision, et réarrangements chromosomiques résultant notamment d’éve-
nements de recombinaison ectopique entre copies dispersées dans le génome.

Les observations effectuées a ce jour, desquelles résultent ces conclusions, dérivent cepen-
dant pour la majorité d’entre elles d’approches indirectes ou locus-spécifiques. Quelques
exemples en sont (Wicker et al. 2016), qui se fonde sur le polymorphisme & proximité
d’annotations d’E'T pour évaluer I'impact mutationnel du mécanisme d’insertion ou en-
core (Colot et al. 1998), qui effectue une description extensive des différentes footprints
d’excision d’Ascot du locus b2. Aussi, il est pertinent d’aller étudier a 1’échelle du génome
entier quelles vont étre les conséquences mutationnelles, autres que les seules nouvelles
insertions d’ET, de la remobilisation soudaine d’une a plusieurs familles d’éléments trans-
posables.

Il a pu étre mis en évidence au laboratoire qu’en raison des pertes de méthylation pro-
voquées par la mutation ddml au niveau des séquences répétées, les epiRIL présentaient
une remobilisation extensive (environ 1800 nouvelles insertions) d'une dizaine de familles
d’ET. Par ailleurs, la majorité des ces néo-insertions sont propres a chaque epiRIL, ce
qui indique que cette remobilisation a lieu pour I’essentiel au cours de la propagation des
lignées et non pas dans le mutant ddmI! ou la F1 (FIGURE 6.1).

Dans ce contexte, j’ai entrepris d’analyser les conséquences mutationnelles de cette acti-
vité extensive des ET. Ce chapitre récapitule les résultats obtenus et integre également
le manuscrit (SECTION 6.2.3) décrivant la remobilisation des ET dans les epiRIL dont je

suis co-auteur (Quadrana, Etcheverry et al. 2018).
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Chapitre 6 — Impact mutationnel d’une remobilisation extensive des ET
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FIGURE 6.1 — Remobilisation des ET dans les epiRIL, en comparaison des MA lines
et des individus wt et ddm1 employés pour établir la population. La colonne “private”
recense les événements de remobilisation présents dans une seule epiRIL, donc s’étant
produits au cours de la propagation des lignées. Les nombres entre parentheses indiquent
les néo-insertions détectées a 1’état hétérozygote. 3 familles d’E'T constituent 1’essentiel
des néo-insertions : 'ET de classe I ATCOPIA93 et les ET de classe II VANDAL21
et ATENSPMS. Comme décrit dans le CHAPITRE 4, ATCOPIA78 n’est pas remobilisé
dans les epiRIL : les 7 insertions détectées sont toutes partagées. Extrait de (Quadrana,
Etcheverry et al. 2018).

6.2 Résultats

6.2.1 Le spectre des indels de la population epiRIL est modelé
par la remobilisation ’ATENSPMS3

Dans la continuité de mon travail portant sur les spectres mutationnels de la popula-
tion epiRIL et des MA lines, décrit dans le chapitre précédent, j’ai pu faire I’observation
que le spectre des indels de la population epiRIL, illustré FIGURE 6.2, présentait en com-

paraison de celui des MA lines un excédent d’insertions de 3 a 5 nucléotides de long.

MA lines epiRILs

\ mins

Del

Nb of indels

\
20 20
10 I 10
o B =l = R . I

lbp 2bp 3bp 4bp Sbp Gbp  Tho Bbp Sbp  10hp 1bp 2bp 3bp dbp Sbp Gbp 8bp 9bp 14bp 15bp 160p 20bp

FIGURE 6.2 — Spectre des indels dans les epiRIL (droite) et les MA lines (gauche). Les
fleches indiquent le biais vers des insertions de 3 a 5pb dans les epiRIL.

Comme nous ’avons vu dans I'introduction, I'excision des ET de classe II peut conduire
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a la formation de courtes insertions d’une longueur comparable a celle du TSD formé au
cours de I'insertion. Comme illustré FIGURE 6.3, il peut étre envisagé que des indels accu-
mulés au cours de la propagation des lignées correspondent a de telles footprints d’excision.
Le cas échéant, ces footprints putatives doivent présenter plusieurs propriétés : une taille
compatible avec celle du TSD, une localisation génomique similaire aux sites préférentiels
d’insertion de I'E'T, et une séquence correspondant a la répétition directe de celle du TSD.
De plus, elles devraient étre retrouvées exclusivement dans les epiRIL dans lesquels I'ET

en question est mobile, et pas dans les autres.

3 Locus donneur
ddm1/ddm1 DbM1/DDM1 = Nouvelle insertion d’ET
g X == Mutation ddm1
l 3 Locus donneur aprés excision

x  Excision footprint

F1 DDM1/DDM1 Initial excision event
ddm1/DDM1 X
l Indel calling x

1

F2(BC1) ! Excision of the shared copies
I_I :I Indel calling «

F8 (EpiRILs) ! E@ Additional remobilisation events

I_”_I Ll L Indel calling «

1

FIGURE 6.3 — Origine des footprints d’excision détectées par recherche d’indels. Les fleches
bleues indiquent la remobilisation de 'ET.

La longueur du TSD formée au cours d’une insertion est spécifique de chaque famille
d’ET. Les deux familles d’ET de classe II les plus mobiles dans les epiRIL, VANDAL21
et ATENSPMS3, forment des TSD de 8 et 3 pb respectivement, ce qui suggere que 1'exces

d’insertions de 3 a 5 pb reflete les excisions de ce dernier transposon.

Afin de valider cette hypothese, j’ai en premier lieu vérifié si aux loci correspondants
a des insertions d’ATENSPMS3 partagées entre plusieurs epiRIL (FIGURE 6.3) des indels
de taille similaire pouvaient étre identifiés, lesquels traduiraient alors I'excision epiRIL-
spécifique de cette néo-insertion. Comme illustré FIGURE 6.4, de tels évenements peuvent
étre observés, avec une insertion de longueur compatible avec les footprints putatives qui

se refletent dans le spectre des indels.
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FIGURE 6.4 — Copie d’écran IGV illustrant une footprint d’excision au niveau d’une in-
sertion ’ATENSPMS partagée par plusieurs epiRIL. Le TSD est figuré en vert (fleche
mettant en évidence le pic de 3pb de long dans le profil de couverture verticale dans
I'epiRIL ou l'insertion est encore présente -panel du haut-, nucléotides en vert dans la
séquence restantes au site d’excision dans la deuxieme epiRIL illustrée ici -panel du bas-),
la footprint d’excision en violet (barres violettes dans le track IGV de 1'epiRIL 466 dans
laquelle I'ET s’est excisé, séquence en violet). On notera le gain d’un nucléotide dans la
footprint d’excision (4pb), en comparaison des 3 pb de long du TSD.

Pour autant, toute insertion de 3 a 5 pb détectée n’est pas nécessairement une foot-
print d’excision. Afin d’identifier parmi les 96 indels de cette taille les footprints d’excision
“vraies”, j’ai vérifié si leur séquence correspondait a la répétition directe du TSD a proxi-
mité, avec insertion d’au maximum 2 nucléotides supplémentaires. Pour les 82 indels
vérifiant cette condition, j’ai également analysé si leur distribution au sein des différents
états chromatiniens (présentés CHAPITRE 2) et des différentes epiRIL était cohérente avec
celles des nouvelles insertions d’ATENSPMS3. Comme illustré FIGURE 6.5, les footprints
putatives laissées par la remobilisation d’ATENSPMS3 présentent tout comme les néo-
insertions un enrichissement dans I’état CS2, qui se traduit par la présence de H3K27me3,
marque déposée par les complexes Polycomb.

Par ailleurs (FIGURE 6.6), le nombre de footprints putatives est positivement corrélé au
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nombre de néo-insertions d’ATENSPMS dans les différentes epiRIL.

ATENSPM3 3-5bp long Genome-wide
insertions insertions distribution m G5l
= CS52
m (53
CS4
L P=0.18 5 P=1,57E-9 . ambiguous
L | ® uninformative
P=1,66E-9
FIGURE 6.5 — Répartition dans les différents états chromatiniens des insertions

d’ATENSPMS3 et des footprints d’excision putatives. Les états CS 1, 2, 3 et 4 sont définis
d’apres (Roudier, Ahmed et al. 2011), les états “ambiguous” et “uninformative” corres-
pondent respectivement aux régions du génomes pour lesquelles des marques correspon-
dant a plusieurs états distincts ont été détectées et pour lesquelles aucun enrichissement

en une quelconque marque que ce soit est détecté. Les P-values sont issues d’'un test du

X2

 y=0,2811x - 0,189
. Re=0573

Nombre d'indels de 3-5pb

o

Nombre de néo-insertions propres a chaque epiRIL

FIGURE 6.6 — Corrélation entre néo-insertions d’ATENSPMS3 et footprints d’excision pu-
tatives. Seules les néo-insertions propres a chaque lignée et présentes a 1’état homozygote
ont été conmsidérées. Le cercle rouge indique les 41 epiRIL pour lesquelles ni insertion
d’ATENSPMS3, ni footprint putative d’excision n’est mise en évidence.

Au total, 82 indels correspondant a des footprints d’excision peuvent étre identifiés,
soient autant d’évenements additionnels de remobilisation d’ATENSPM3 dans les epiRIL.
Dans leur ensemble, ces données illustrent I'impact de la remobilisation extensive d'un
ET de classe II sur le spectre des indels d’'une population et proposent un proxy pour
Iidentification des cicatrices d’excision laissées par ce type d’ET. Les limites d’une telle

approche sont discutées plus bas.
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6.2.2 La remobilisation extensive des ET ne se traduit pas par

d’importants réarrangements chromosomiques dans les epi-
RIL

En raison de I'importante remobilisation des ET dans les epiRIL, des réarrangements
chromosomiques peuvent étre attendus. Aussi, j’ai employé une combinaison d’approches
basées sur la couverture du génome (read-depth), 'orientation des paires de reads (read-
pairs) et la présence de reads recouvrant un breakpoint (split-reads) afin de documenter
le patron de SV (autres que les nouvelles insertions d’ET) dans les epiRIL en comparaison
des MA lines dans lequelles aucune remobilisation d’ET n’est mise en évidence (FIGURE
6.1).

La localisation chromosomique de ces différents SV est illustrée FIGURE 6.7.
Sur un ensemble de 92 epiRIL pour lesquelles la qualité du séquencage permet une dé-
tection de SV, un total de 15 CNV peut étre identifié, parmi lesquels 8 délétions de 2 a
14 kb et 7 duplications de 5 & 238 kb ; contre une duplication de 200 kb et 3 délétions de
700 pb a 12 kb dans les MA lines. Ni translocation, ni inversion ne sont détectées dans
aucune des deux populations. On notera par ailleurs que les délétions du locus donneur

pour les E'T de classe II remobilisés dans les epiRIL ne sont pas comptabilisées parmi les
CNV.

"~
MA lines (10)
- /
\‘ /\—/ &
—

w3

FI1GURE 6.7 — Localisation des délétions et duplications le long des chromosomes dans les
epiRIL et les MA lines. Les duplications sont figurées en vert et les délétions en rouge,
les fleches de méme couleur indiquent leur position. Les régions péricentromériques sont
représentées en gris foncé, les bras en gris clair. Le nombre de lignées est donné entre
parentheses.

En raison du faible nombre total d’événements, il n’est pas possible d’extraire ni de
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dériver un taux de SV par génération, ni de tirer des conclusions fortes du patron de CNV
dans ces deux populations. Néanmoins, quelques observations peuvent étre faites.

En premier lieu, les duplications détectées correspondent systématiquement a des du-
plications en tandem, et pour les 5 duplications (1/1 parmi les MA lines, 4/7 parmi les
epiRIL) pour lesquelles il est possible de définir précisément le site de cassure ; toutes sont
situées au sein d'une séquence codante et présentent une courte région de microhomologie
au breakpoint en I’absence de région d’homologie plus longue a proximité, suggérant une
origine réplicative. Un exemple est illustré FIGURE 6.8. Il peut étre souligné que la méme
observation a été faite dans le cadre d’une analyse détaillée des breakpoints de CNV chez
I'Homme (Newman et al. 2015), mais a notre connaissance aucune description n’a été

faite chez les plantes et en particulier chez Arabidopsis.

e ~230 kb fr—
. . . 57 genes
Anomalous read pair orientation
«€— —> RForientation (PE data) él ; - ks /
: nit g 7 =
Mapping onto the ref genome (PE) &% ___ L =
A B b :'-‘ H
( [ ] ) R Lt
<« -> Er= i
= -:?
Sample genome (PE) P 1
A BA B = = |
[ I ] ™ -_1
- - | |
< ->
<« —>
BEED———

— N N8 W0

AT5620270 AT5G20890
GCATCCTAC| AATCATCAACA ACTTATTTAG | AAATCACATA

FIGURE 6.8 — Duplication en tandem représentative des 5 pouvant étre analysées en
détail au sein des MA lines et des epiRIL. Le panel de gauche décrit 'interprétation des
orientations des paires de reads ayant conduit a la conclusion selon laquelle il s’agit d'une
duplication en tandem (PE : paired-end). La copie d’écran IGV illustre la duplication de
200 kb identifiée dans la MA line 49. Les fleches rouges indiquent le gain de la couverture
verticale dans ces régions, la séquence située en dessous représente la séquence retrouvée
au breakpoint. La microhomologie est figurée en orange.

Concernant les délétions, on observe de facon surprenante qu’elles sont systématique-
ment associées des annotations d’ET (pleine longueur ou reliques) a la fois dans les MA
lines et les epiRIL, avec dans cette derniére population I'observation additionnelle que
les 4/7 délétions observées dans les régions péricentromériques se sont produites dans
des lignées ou ces régions sont dérivées de ddm1 et donc globalement hypométhylées. A
I'opposé, les 3 délétions identifiées dans les MA lines sont situées dans les bras des chro-
mosomes.

Avec toutes les précautions qu’il s’agit de prendre en raison du faible nombre d’évene-
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Chapitre 6 — Impact mutationnel d’une remobilisation extensive des ET

ments, il est tentant de rappeler qu’un niveau réduit de méthylation de I’ADN au niveau
des séquences répétées a pu étre associé a la formation de réarrangements chez les mam-
miferes (Carbone et al. 2009; R. Chen et al. 1998; J. Li et al. 2012) tandis qu'un effet
inhibiteur de la méthylation sur la recombinaison méiotique a été démontré chez Arabi-
dopsis (Yelina et al. 2015) et Ascobolus (Maloisel et al. 1998).

En effet, en raison de la longueur des régions d’homologie et de la distance les séparant,
il est probable que les différentes délétions observées aient été produites par NAHR, donc
par recombinaison.

Des lors, il serait attrayant de pouvoir conclure que la présence de délétions dans les
régions péricentromériques exclusivement lorsque celles-ci sont dérivées de ddm1 soit la
conséquence d’'une levée de I'inhibition médiée par la méthylation de ’ADN sur la recom-

binaison.

Du plus, alors que la NAHR peut aussi bien produire des délétions que des duplications,
tous les CNV associés a des ET aussi bien dans les MA lines que dans les epiRIL ont été
résolus en délétions et aucun en duplication, une observation qui, comme discuté plus
bas, peut étre mise en regard de travaux précédents ayant mis en évidence une tendance
chez Arabidopsis a une réduction du génome au travers d’un biais vers la délétion des ET
(Devos et al. 2002).

6.2.3 Manuscrit associé

Le manuscrit joint dans les pages qui suivent présente les résultats de I'analyse ex-
tensive de la remobilisation des ET dans les epiRIL, réalisée par Leandro Quadrana et
Mathilde Etcheverry (Quadrana, Etcheverry et al. 2018). Mes travaux concernant 1'im-
pact mutationnel des E'T se basent sur I'identification préalable des néo-insertions, décrites
dans cet article.

Ma contribution a ce manuscrit réside dans la mise en évidence des événements d’excision
d’ATENSPMS qui y sont exploités.
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Inherited transposition events are important drivers of genome evolution but because
transposable element (TE) mobilization is usually rare, its impact on the creation of genetic
variation remains poorly characterized. Here, we used a population of A. thaliana epigenetic
recombinant inbred lines (epiRILs) to characterize >8000 de novo insertions produced by several
TEs families also active in nature. Integration was strongly biased towards genes, with evident
deleterious effects. Biases were TE family-specific and associated with distinct chromatin
features. Notably, we demonstrate that the histone variant H2A.Z guides the preferential
integration of Ty1/Copia LTR-retrotransposons within environmentally responsive genes and
that this guiding function is evolutionary conserved. Finally, we uncover an important role for
epigenetic silencing in exacerbating or alleviating the effects of TE insertions on target genes.
These findings establish chromatin as a major determinant of the spectrum and functional

impact of TE-generated mutations, with important implications for adaptation and evolution.

INTRODUCTION

Transposable elements (TEs) are sequences that self-propagate and accumulate to various levels in the genome of

eukaryotic species. TEs fall into two broad classes, depending on their mechanism of transposition: DNA

transposons, which move through a “cut and paste” mechanism and Long Terminal Repeat (LTR) as well as non-

LTR retrotransposons, which move through an RNA intermediate that is reverse transcribed. The content of the

different classes and subclasses of TEs varies markedly across species. Thus, mammalian genomes are laden with

non-LTR retrotransposons whereas plant genomes are populated by LTR retrotransposons and DNA transposons

mainly (Lisch 2013; Chuong, Elde, and Feschotte 2016). However, most of these sequences are relics of once active

TEs and although TEs are arguably among the main drivers of the evolution of genome size, organization and
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function (Chuong et al., 2016), we still know little about their contribution to the generation of somatic or heritable
mutations in extant genomes (Huang, Burns, and Boeke 2012; Sultana et al. 2017). This situation stems in large part
from the fact that transposition is typically rare in nature, notably because of the strong epigenetic silencing
mechanisms, such as DNA methylation in plants and mammals, that target TEs (Slotkin and Martienssen 2007).
With the advent of population genomics, it is now possible to exploit natural variation in the number and distribution
of recent TE insertions to gain information about the set of TEs likely mobile in extant genomes. However, because
of the deleterious effects typically associated with TE mobilization, natural selection prevents the proper assessment
of the complete range of the mutations generated by transposition (Huang, Burns, and Boeke 2012; Sultana et al.
2017; Quadrana et al. 2016).

Here, we have exploited a population of A. thaliana epigenetic Recombinant Inbred Lines (epiRILs; Johannes et al.,
2009) that are operationally similar to mutation accumulation (MA) lines (Ossowski et al. 2010; Zhu et al. 2014;
Denver et al. 2009; Keightley et al. 2009), but in which transposition was kick-started for several TEs, to obtain a first
comprehensive assessment of the actual rate, spectrum and genome-wide distribution of heritable mutations
generated by TEs. The epiRILs were derived from a cross between a wild type and a near isogenic parent that
contains thousands of transcriptionally active TE sequences because of compromised DNA methylation (Johannes
et al., 2009; Figure 1A). Based on whole genome sequencing for more than 100 epiRILs and the characterization
of >8000 de novo heritable insertions, we show that two DNA transposons and one LTR-retrotransposon target non-
overlapping sets of genes, which are characterized by distinct chromatin features. We further demonstrate that the
preferential targeting of environmentally responsive genes by LTR-retrotransposons of the Ty1/Copia superfamily is
guided by the histone variant H2A.Z. We also provide evidence that this guiding function is ancestral and we propose
that the contrasted fate of Ty1/Copia in plants and animal genomes results from the differential incorporation of this
histone variant in environmentally responsive and developmentally regulated genes in these two groups of
organisms, respectively. Finally, we showed that epigenetic silencing of new insertions soon after their occurrence
can either alleviate or exacerbate their effects on gene transcription. Our findings illustrate the role of chromatin as
a major determinant of the spectrum and impact of TE-generated mutations, with important implications for adaptation

as well as the evolutionary success of TEs and the organisms in which they reside.

RESULTS

TE insertions accumulate in the epiRILs

We produced high quality whole genome sequencing data for 107 epiRILs at generation F8 as well as of close
relatives of the wild type and ddm1 parental lines (Figure 1A) using lllumina mate-pair libraries built from size-selected
genomic fragments of ~5.5 kb. Mate-pair reads were mapped to the reference genome sequence (accession Col-0)
and non-reference (i.e. de novo) insertions were detected based on mapping discordance between mate-pair reads
and using also split reads (Gilly et al., 2014; Quadrana et al., 2016; Figure S1A). Thanks to the large physical distance
between mate-pair reads, the complete sequence of the de novo insertions was also determined, thus enabling the
identification of the exact or most likely donor TE in each case. Consistent with the low frequency of TE mobilization
in nature (Quadrana et al. 2016) there were no de novo TE insertions in the two wild type siblings sequenced nor in

five A. thaliana MA lines (Ossowski et al. 2010). In contrast, two non-reference TE insertions were detected in the
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Figure 1. TE insertions accumulate in the epiRILs.

A. Crossing scheme used to generate the epiRIL population. B. Number and identity of insertions accumulated in wild-type, ddm1 and the epiRILs.
Number of heterozygous insertions are indicated within brackets. C. Overlap between TE families transcriptionally reactivated in ddm1, those
potentially mobile in Col-0 and those that transposed in at least one epiRIL. D. Relation between number of private TE insertions and average
expression ratio (ddm 1/wild-type) for the 11 TE families that transposed in the epiRILs. E. Proportion of reference TE sequences upregulated in
ddm1 and either silenced or stably upregulated in the epiRILs.

sequenced ddm1 individual and many more in the epiRILs. Specifically, 95% of the 107 epiRILs harbored between
1 and 97 heritable de novo insertions and only 8 had none (Figure S1B). Almost all (98.7%) of these insertions were
private and therefore did not occur in the ddm1 parent but rather either in the inflorescences of the F1 individual used
for the backcrossing or during the propagation of the epiRILs, starting from the F2 (Figure 1A). In fact, 1107 out of
the 1670 private insertions detected in total were heterozygous (Figure 1B, S1B), which is strong evidence that
transposition was ongoing in the epiRILs. Given that they were propagated by repeated selfing and single seed
descent, the epiRILs could therefore be defined as TE accumulation (TEA) lines. In other words, notwithstanding the
possibility of excision in the case of DNA transposons (see below), TE insertions that occurred during the propagation
of the epiRILs and that were potentially heritable should be lost or fixed in a neutral fashion through random
segregation, except for those disrupting essential genes.

Overall, we detected private insertions for two DNA transposon and eight retrotransposon families as well as for three

composite DNA transposons (Figure 1B). These composite elements were uncovered thanks to our mate-pair
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sequencing approach and are made up for two of them of a protein-coding gene of unknown function flanked by two
distinct truncated copies of ATENSPMS3. The third composite DNA transposon is more complex and contains several
truncated TEs, the largest of which is related to the ATMUS5 family (Figure S1C). The number of transposition events
varied considerably among the eleven TE families, with the two DNA transposons VANDAL21 and ATENSPM3
(together with the two composite ATENSPM3 elements) and the LTR-containing retrotransposon ATCOPIA93
contributing 11.2%, 22.5% and 64.4% of the de novo insertions, respectively (Figure 1B).

We showed previously that 73 of the 326 TE families annotated in the A. thaliana genome transposed in the recent
past in the reference accession Col-0 (Quadrana et al. 2016), which was used to derive the epiRIL population.
Consistent with this finding the 10 annotated TE families with private insertions in the epiRILs are also mobile in
nature and belong to the Col-0 mobilome. Nonetheless, the epiRIL mobilome is only a small subset of that of Col-0,
which indicates that the widespread loss of DNA methylation induced by ddm1 does not translate in an equally
widespread remobilization of TE families. To determine if differences in the level of ddm7-induced transcriptional
reactivation between TE families could explain at least in part the limited mobilome of the epiRILs, we performed
RNA-seq on whole seedlings for five epiRILs as well as one sibling of the two parents. Between 731 and 1056
(considering unique or multiple mapping reads, respectively) TEs, mostly full-length, were significantly overexpressed
at least 2-fold (P<0.05) in ddm1 compared to wild type, consistent with previous RNA seq data sets (Figure S2).
Moreover, >75% of the 73 TE families that compose the Col-0 mobilome were upregulated in ddm1, including eight
of the 11 TE families that are part of the epiRIL mobilome (Figure 1C). However, levels of upregulation in ddm? did
not correlate with the number of private insertions in the epiRILs (Figure 1D). Finally, 72% of the ddm1-upregulated
TEs for which expression could be ascertained unambiguously in the epiRILs remained transcriptionally active when
derived from the ddm1 parent (Figure 1E). Thus, levels of transcription in seedlings did not reflect transposition
activity. Whether this also holds true in the cells, starting from the zygote, that will ultimately pass on their DNA to the
next generation remains to be determined, as these cells are where transposition must occur for insertions to be

inherited.

Invasion dynamics differ between TE families

The large number of private insertions for VANDAL21, ATENSPM3 and ATCOPIA93 enabled us to investigate in
depth for each of these three TE families their mode and tempo of mobilization across generations. Mate-pair reads
were first used to determine the sequence of the private insertions. In the case of VANDAL21 and ATCOPIA93,
almost all (99%) were identical to a single one of the 11 and four full-length copies present in the reference genome,
respectively. This single copy is the same that was reported previously to be mobile in ddm7 or another DNA
methylation mutant background (Fu et al. 2013; Mirouze et al. 2009). In contrast, the identity of the ATENSPM3
private insertions was more diverse, with 58% matching a single one of the nine full-length copies and the remaining
private insertions matching either one of the two composite copies also present in the reference genome (Figure 2A).
Each of these two composite ATENSPMS3 copies contains a single gene of unknown function with no similarity to any

known transposase gene, indicating that they were likely mobilized in trans, presumably using the transposase
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Figure 2. Invasion dynamics differ between TE families

A. Identification of donor copies for each transposition event. The number of truncated and full-length copies annotated in the A. thalianareference
genome is also shown. B. QTL mapping results for the mobilization of VANDAL21, ATENSPM3, the two composite ATENSPM3 and ATCOPIA93.
TEs annotated in the reference A. thaliana genome as well as donor and shared insertions are indicated by bars, arrowheads and stars,
respectively. Box-plots on the right indicate for each TE family the numbers of insertions in the epiRILs in relation to the parental origin of the
relevant QTL interval. C. Predicted dynamics of insertion accumulation for the three TE families based on the best fitted transposition-drift model.
Estimates of the transposition and excision rates as well as of the number of TE insertions required for triggering concerted epigenetic silencing
are indicated. D. Number of VANDAL21, ATENSPM3, and ATCOPIA93 insertions observed at generation F8 and F16 in ten epiRILs. E. Mutations
detected within private insertions of ATENSPM3 and ATCOPIA93. Carrier epiRILs as well as the number of private insertions with the mutation
are indicated in each case on the left and right side of each panel, respectively.

encoded by the mobile full-length ATENSPMS3 reference copy. Thus, for each of these three TE families, a single
ddm1-derived reference element is at the origin of most transposition events that accumulated in the epiRILs.

To confirm this conclusion and explore in more detail the genetic architecture underlying the large variation in the
number of private insertions accumulated in the epiRILs, we performed a quantitative trait locus (QTL) analysis for
each of the three TE families. We took advantage of the fact that the epiRILs are virtually isogenic but segregate
hundreds of parental differentially methylated regions (DMRs) that can be used as bona fide genetic markers
(Colomé-Taché et al, 2012; Cortijo et al., 2014) to identify loci whose epigenetic state is associated with transposition
activity. Using the number of private insertions as the quantitative trait, this approach revealed a single QTL interval
for each TE family, which included the full-length reference copy identified in the previous step (Figure 2B).
Furthermore, the same QTL interval was obtained whether all ATENSPM3 private insertions were considered or only

those that match the two composite ATENSPMS3 present in the reference genome, thus demonstrating that these
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were mobilized in trans by the single full-length, ddm1-derived reference copy of ATENSPMS.

To determine if these observations were compatible with a transposition-drift scenario, we modeled TE mobilization
for each of the three TE families based on three key parameters. These are the rate of transposition as well as of
excision in the case of the DNA transposons, as this is an integral part of their mechanism of transposition, and copy-
number dependent inhibition of transposition, as ATCOPIA93 was shown to be epigenetically silenced when reaching
around 40 copies (Mari-Ordoiez et al. 2013). For each TE family we selected the model that produced the best fit to
the observed number and ratio of homozygous vs heterozygous private insertions at generation F8 and ran each
model for another eight generations (F16; Figure S3A). The selected models predicted that in addition to the original
reference TE donor, all new insertions are equally able to transpose, at a rate of 0.15, 0.81 and 0.66 new copy/per
donor/per generation for VANDAL21, ATENSPM3 and ATCOPIA93, respectively (Figure 2C and S3B). The best-fit
models also predicted low and high rates of excision for VANDAL21 and ATENSPMS3, as was observed in maize for
TEs belonging to the same two superfamilies Mu and En/Spm, respectively (Doseff, Martienssen, and Sundaresan
1990; Masson et al. 1987). In agreement with these predictions, the mobile reference copy of VANDALZ21 was almost
always retained in the epiRILs, unlike that of ATENSPM3, which was systematically missing from the corresponding
ddm1-derived chromosome interval (Figure S3C). Furthermore, indels compatible with ATENSPM3 excision
footprints were consistently detected across the genome and their number correlated positively with that of
ATENSPM3 private insertions (Figure S3D). Finally, our modeling predicted that transposition of ATCOPIA93 should
stop when reaching 52 copies (Figure 2C and S3B). To evaluate further the predictive power of our models, we
sequenced ten epiRlILs that were propagated for another 8 generations (F16). Consistent with numerical simulations
(Figure 2C), VANDALZ21 and ATENSPM3 continued to transpose in most of the lines with initial transposition activity,
with no evidence of copy-number-dependent transposition inhibition. In contrast, although ATCOPIA93 continued to
transpose beyond F8, none of the F16 lines had accumulated more than 50 copies (Figure 2D). Furthermore, almost
all copies were in the homozygous state at F16, consistent with the concerted epigenetic silencing expected at this
copy number (Mari-Ordoénez et al. 2013).

Last, we took advantage of the fact that mobilized TEs tend to mutate during the transposition process to obtain
direct evidence that in addition to the initial ddm7-derived donor copy, new insertions were also mobilized in the
epiRILs. While all new insertions were identical to the mobile reference element for VANDALZ21, approximately 5%
of ATENSMP3 and ATCOPIA93 new insertions identified at F8 and/or F16 contained large internal deletions and
point mutations or small indels, respectively (Figure 2E). Some mutations were carried by more than one new
insertion within an epiRIL, but rarely between epiRILs. Notably, for one of the 10 epiRILs also sequenced at F16, we
observed an increase in the number of ATENSPM3 insertions containing the same mutation at that later generation
(Figure 2E). These findings provided therefore further evidence that newly inserted copies were also mobilized in the

epiRlILs.

TEs exhibit strong and diverse chromatin-associated insertion biases towards genes
As in nature (Quadrana et al. 2016), private insertions for VANDAL21, ATENSPM3 and COPIA93 were distributed
evenly across the five chromosomes in the epiRILs, overall (Figure 3A). However, because the genomes of the

epiRILs are epigenetic mosaics, each being composed on average of 25% ddm1- and 75% wild-type-derived
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segments (Colomé-Tatché et al, 2012), we searched for potential differences in insertion frequency associated with
parental origin. For all three TE families, the percentage of insertions in ddm1-derived intervals was slightly higher
than expected by chance at the whole genome level but much higher (35-55%) when considering the pericentromeric
regions only (Figure 3A and S4A), which lose their heterochromatic features in ddm1 as well as in subsequent
generations (Soppe et al. 2002; Lippman et al. 2004; Colome-Tatche et al. 2012). These findings reinforced the notion
that euchromatin is the preferred substrate for the integration of VANDAL21, ATENSPM3 and COPIA93.

Given that the methylome as well as the transcriptome of wild-type-derived intervals in the epiRILs are with few
exceptions identical to their wild type parental counterparts (Colome-Tatche et al., 2012; Ito et al., 2015; Figure S2),
we then used the private insertions located within these intervals to obtain information on integration preferences.
Insertions were strongly overrepresented within or adjacent to genes for the three TE families (Figure 3B). However,
while the fraction of essential genes (Lloyd et al. 2015) that were targeted was that expected by chance for
VANDAL21, it was much lower for ATENSPM3 and ATCOPIA93, suggesting that their integration, unlike that of
VANDAL21, strongly affects the expression of target genes. Consistent with this interpretation, the fraction of
essential genes targeted by ATCOPIA93 was further reduced when only considering insertions in the homozygous
state (Figure S4B). Unexpectedly though, we found an opposite pattern for ATENSPM3 insertions within essential
genes, which were less frequent in the heterozygous than the homozygous state. Given the high rate of excision
associated with ATENSPM3 mobilization, this last result suggested stronger deleterious effects after excision of
ATENSPM3. Consistently, none of the 98 homozygous excision footprints detected in the epiRILs were located within
essential genes (Figure S4B).

Using the nine main chromatin states defined in A. thaliana based on epigenomic maps obtained from diverse organs
and tissues (Sequeira-Mendes et al. 2014), we found that VANDAL21 mainly targeted promoters and 5’ UTRs of
genes characterized as active (chromatin states 1&2; Figure 3C). In contrast, ATENSPM3 and ATCOPIA93
preferentially inserted within or close to genes that are typically marked by H3K27me3 and slightly enriched for the
variant histone H2A.Z (chromatin state 5) and, in the case of ATCOPIA93, also in or adjacent to genes that were only
enriched for that histone variant (chromatin state 6; Figure 3C).

Meta-analysis of insertion sites confirmed these findings and revealed that VANDALZ217 integration within wild-type-
derived intervals tended to coincide with peaks of DNase | hypersensitivity (Figure 3D) at the transcriptional start site
(TSS) of genes (Figure S4C). Furthermore, insertions were typically in the same orientation as the target genes
(Figure S4C). These results support previous observations reported for VANDALZ21 in ddm1 mutant plants (Fu et al.,
2013) as well as in nature (Quadrana et al. 2016). In contrast, insertion sites were enriched for H3K27me3 in the
case of ATENSPM3 and for nucleosomal DNA as well as H2A.Z in the case of ATCOPIA93 (Figure S4D). However,
ATCOPIA93 did not insert preferentially within well-positioned nucleosomes (Figure S4E; Lyons and Zilberman,
2017) nor within so-called “+1 nucleosomes”, which tend to incorporate H2A.Z (Henikoff and Smith 2015), but rather
within genes (Figure S4F) that are enriched in H2A.Z throughout their body (Figure S4G). Such pattern of H2A.Z
deposition is specific to plants and was shown previously to concern mainly responsive genes (Coleman-Derr and
Zilberman 2012; Zahraeifard et al. 2018). In agreement, this class of genes was strongly overrepresented among
ATCOPIA93 targets (Figure 3E).
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Figure 3. TEs exhibit strong and diverse chromatin-associated insertion biases towards genes.

A. Circos representation of private TE insertions detected for VANDAL21, ATENSPM3 and ATCOPIA93. The exterior circle represents the density
of private insertions within wild-type- and ddm 7-derived intervals. Density of non-reference (natural) TE insertions, reference TEs as well as genes
are represented inwards in this order. B. Fraction of TE insertions in wild-type- and ddm 1-derived intervals in genes, TEs and intergenic regions.
Statistical significance for each comparison was obtained using the Chi-square test. C. Observed/expected ratio (Obs/Exp) of insertion sites within
wild-type-derived regions in relation to the nine chromatin states defined in A. thaliana. Error bars represent the 95% confidence interval obtained
by 1000 boots-traps. D. Coverage of DNAse hypersensitivity (DH; top panel), H3K7me3 (middle panel) and H2A.Z (bottom panel) around private
insertion located within wild-type-derived regions for VANDAL21, ATENSPM3 and ATCOPIA93, respectively. E. GO term analysis of genes with
private TE insertions in the epiRILs.

H2A.Z directs the integration of ATCOPIA93

The Ty1/copia superfamily of LTR-retrotransposons is one of the main contributors of genome size inflation seen in
many plant species (Huang, Burns, and Boeke 2012). We therefore explored further the function of chromatin in the
integration of ATCOPIA93 and first noted that the proportion of insertions within TE sequences was much higher in
ddm1i-derived than in wild-type-derived intervals (Figure 3B). This finding is entirely consistent with the fact
that TE sequences tend to acquire H2A.Z when hypomethylated (Zilberman et al. 2008). Indeed, H2A.Z enrichment
levels measured in the hypomethylated background met1 that was used for this previous analysis were on average
much higher, in ddm1-derived intervals, for TE sequences targeted by ATCOPIA93 than for those that were not
(Figure S4H).
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Figure 4. H2A.Z directs the integration of ATCOPIA93.

A. Experimental strategy for determining the role of H2A.Z in the integration of ATCOPIA93. epiRIL54 was crossed with wild type and the double
or double mutant hta9 hat11. Two wild type (HTA9 HTA11 L1 and L2) and two double mutant (hta9 hta11 L1 and L2) F2 plants were selected and
1000 F3 seedlings were collected in each case to perform TE-sequence capture. B. Number of new insertions detected in 1000 HTA9 HTA11 and
hta9 hta11 F3 seedlings. C. Meta analysis of levels of H2A.Z around ATCOPIA93 insertion sites. D. Observed/expected ratio (O/E) of insertion
sites in relation to the nine chromatin states defined in A. thaliana. Error bars represent the 95% confidence interval obtained by 1000 boots-traps.
E. GO term analysis of genes containing new ATCOPIA93 insertions in HTA9 HTA11 or hta9 hta11. F. Fraction of essential genes among those
targeted by ATCOPIA93 in HTA9 HTA11 or hta9 hta11 F3 seedlings. Statistically significant differences were calculated using the chi-square test.
G. Density of ATCOPIA93 insertions over the surface of mouse H2A.Z containing nucleosomes (PDB 1F66). Only 73bp of DNA and associated
proteins are viewed down the superhelical dyad and each number (0-7) represents one DNA double helix turn, starting from the central base pair.
The exterior circle shows the density of new ATCOPIA93 insertions per base pair.

To demonstrate the involvement of H2A.Z in the integration of ATCOPIA93, we crossed one epiRIL (epiRIL54, F8)
containing 23 active (mainly heterozygous) ATCOPIA93 copies to a wild type or an hta9 hta11 double mutant parent,
which lacks most H2A.Z (March-Diaz et al. 2008). Two F1 individuals were selfed in each case and two homozygous
wild type as well as two homozygous double mutant F2 lines were selected (Figure 4A) to produce F3 progeny for
TE-sequence capture (Quadrana et al. 2016). DNA was extracted from approximately 1000 F3 seedlings from each
of the four F2 lines. Over 2000 new ATCOPIA93 insertions were detected in each of the two wild type F3 progenies
and less than twice that number in the two hfa9 hta11 F3 progenies (Figure 4B). In addition, while the strong
ATCOPIA93 integration preferences observed in the epiRILs was confirmed in wild type F3 seedlings, they were
totally abolished in the hta9 hta11 lines (Figure 4C, 4D, 4E). Moreover, the proportion of essential genes targeted by
ATCOPIA93 almost tripled in the double mutant (Figure 4F). These results demonstrated that H2A.Z acts at two
levels, to promote ATCOPIA93 retrotransposition and to guide integration within environmentally responsive genes.
To investigate at the nucleosome-scale the guiding function of H2A.Z, we crossed the list of the ATCOPIA93 insertion
sites detected in the wild type F3 progeny with the list of well-positioned nucleosomes previously produced for A.

thaliana (Lyons and Zilberman 2017). A major peak of integration was observed ~55 bp away from the nucleosome
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dyad (Figure 4@G). This position is a main point of contact between DNA and H2A or H2A.Z and it is also where these
two histones differ by several amino acids (Suto et al. 2000; Zlatanova and Thakar 2008). These findings further

support a direct role of H2A.Z in guiding ATCOPIA93 integration.

H2A.Z-directed integration is evolutionarily conserved

Unlike Ty3/Gypsy LTR-retrotransposons, those of the Ty1/Copia superfamily tend to insert within euchromatin
(Sultana et al. 2017). To determine if the guiding function of histone H2A.Z is evolutionary conserved, we first focused
on ATCOPIA78, which is distantly related to ATCOPIA93 (Figure 5A). There were no private ATCOPIA78 insertions
in the epiRILs, but previous work showed that ATCOPIA78 can be transcriptionally reactivated by heat stress and
mobilized if stressed plants are defective in RNA-directed DNA methylation, such as in the nrpd1 mutant background
(Ito et al., 2011). We therefore assessed the mobilization of ATCOPIA78 in pools of nrpd1 seedlings that were
subjected or not to heat stress and subsequently grown under normal conditions to produce seeds. One thousand
F1 seedlings from each pool were grown under normal conditions and used to perform TE-sequence capture (Figure
5B). A total of 279 ATCOPIA78 insertions were recovered in the progeny of heat-stressed plants, compared to only
two in the progeny of non-stressed plants (Figure 5C). Insertion preferences were similar to those observed with

ATCOPIA93 (Figure 5D, E, F).
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Figure 5. H2A.Z-directed integration of Ty1/Copia retrotransposons is evolutionarily conserved.

A. Phylogenetic analysis of Ty1/Copia LTR-retrotransposons from A. thaliana as well as Tos17 and Ty1 from rice and budding yeast, respectively.
B. Experimental strategy for studying transposition landscape in A. thaliana of the heat-responsive ATCOPIA78 LTR-retrotransposon. 1000 nrpd1
F1 seedlings derived from plants grown under control conditions (Ctl FO) or subjected to heat-stress (HS FO) were subjected to TE-sequence
capture. C. Number of new insertions detected in Ctl FO or HS FO. D. Metagene analysis showing the distribution of new ATCOPIA78 insertions
detected in heat-stressed nrpd1 mutant plants (HS FO) or in natural population of A. thaliana (Natural insertions). UTR, untranslated transcribed
region. E. GO term analysis of genes containing new ATCOPIA78 insertions in heat-stressed nrpd1 mutant plants (HS FO) or in natural population
of A. thaliana (Natural insertions). F. Metanalysis of A. thaliana, rice (O. sativa) and yeast (S. cerevisiae) H2A.Z levels around ATCOPIA78, Tos17
and Ty1 insertion sites, respectively. For A. thaliana, experimental and natural insertions are depicted in green and red, respectively.

Unlike for ATCOPIA93, numerous recent ATCOPIA78 insertions were found in nature (Quadrana et al. 2016).

Although patterns of integration were similar in the experimental and natural settings (Figure 5D, E and F), the
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purifying effect of selection was already evident in nature. Specifically, the fraction of natural private insertions within
exons was much reduced compared to that found experimentally (Figure 5D). Similarly, none of the 147 recent natural
insertions examined were within essential genes, compared to 2.8% of the ATCOPIA78 insertions detected
experimentally (Figure S5). These findings establish a key role for H2A.Z in directing the integration of COPIA
retrotransposons in nature and further highlight the strong deleterious effects they can cause.

Last, we investigated the integration patterns of Ty1/Copia retrotransposons in relation to H2A.Z in a distant plant
(rice; Miyao et al.,, 2003) and in widely divergent species (S. cerevisiae; Mularoni et al., 2012). In both cases,
experimentally induced insertions were located at sites enriched for H2A.Z (Figure 5F), thus indicating that the

guiding role of H2A.Z has been evolutionarily conserved since the last common ancestor of plants and fungi.

Intronic ATCOPIA insertions create epigenetically-inducible alternative transcripts

To assess the functional impact of the strong, chromatin-based insertion biases towards genes observed in the
epiRILs, we measured gene expression in six lines by RNA-seq. None of the homozygous VANDALZ21 and
ATENSPM3 insertions had detectable effects on the expression of target genes (Figure 6A), consistent with findings
in natural accessions (Quadrana et al. 2016). In marked contrast, six of the 16 distinct homozygous ATCOPIA93
insertions located within genes affected negatively their expression (Figure 6A). We also performed RNA-seq on one
of the six epiRILs taken at a later generation (F16, epiRIL394). At this generation, there were approximately 40
ATCOPIA93 insertions (counting homozygous insertions as two) per epiRIL and all were silenced and presumably
methylated (Figure 6B).

One ATCOPIA93 insertion present at F8 and F16 was located in the 5’'UTR of gene AT1G33560, which encodes an
NBS-LRR disease resistance protein, and had a much stronger dampening effect on gene expression at F16 than at
F8 (Figure 6C). This result resembles that obtained for another gene in another epiRIL (Mari-Ord6fiez et al. 2013).
Moreover, reduction in AT1G33560 expression correlated with down-regulation of PR-1 (Figure 6C), a gene that is
implicated in the response of plants to pathogens and whose expression depends on that of AT1G33560 (Collier et
al., 2011). These findings indicate that epigenetic silencing of newly inserted ATCOPIA93 insertions can reinforce
gene repression with potential phenotypic consequences.

Two ATCOPIA93-containing genes, AT4G17190 and AT5G20280, which are implicated respectively in defense
against aphids and in nectar secretion (Lin et al. 2014; Bhatia et al. 2015), also showed reduced expression, but only
at generation F8. In both cases, ATCOPIA93 was located within an intron and either in the same or the opposite
orientation relative to gene transcription and was associated with transcript truncation at F8, but not at F16 (Figure
6C), when the insertions are epigenetically silent. Examination of DNA methylation, copy number and expression of
ATCOPIA93 as well as expression of the two genes across several generations between F8 and F16 revealed that
DNA methylation was established at F12 and coincided with the silencing of all ATCOPIA93 copies (Figure 6B) as
well as the proper splicing of the insertion-containing intron (Figure 6D). These results demonstrate that the

deleterious effects of intronic ATCOPIA93 insertions can be alleviated once they become epigenetically silent.
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Figure 6. Intronic Ty1/COPIA insertions create epigenetically-inducible alternative transcripts.

A. Expression ratios between epiRILs and wild type plants for genes harboring homozygous VANDAL21, ATENSPM3 and ATCOPIA93 insertions.
Genes with exonic, intronic or nearby insertions are indicated by circles, boxes or diamonds, respectively. Expected expression ratios and 95%
confidence intervals were obtained by sampling 1000 random set of 55 genes and calculating their expression ratio. B. g-PCR analyses of DNA
methylation, copy number and expression of ATCOPIA93 in wild type, ddm1 and epiRIL394, taken at F8 and more advanced generations. Data
are mean * s.d. (n = 2 independent biological experiments). C. Genome browser view of RNA-seq coverage over selected genes containing new
ATCOPIA93 insertions. Exon-exon junctions detected by split-reads are represented by arcs that connect exons. Samples containing or lacking
TE insertions are highlighted in red and blue, respectively. Expression levels for the gene ADR1 and PR-1 are shown on the upper right corner.
D. RT-PCR analysis of genes containing new ATCOPIA93 insertions in epiRIL394. Primers are indicated by arrow-heads in B. E. Genome
browser view of RNA seq data for a gene containing an ATCOPIA78 insertion in Col-0 in plants grown under control conditions (Ctl) or subjected
to heat stress (HS). Percentage of splicing for the TE-containing intron (indicated by dashed lines) is shown on the right panel. Data are mean (n
=2 independent biological experiments). F. qRT-PCR analyses of AT1G 11270 expression in response to heat stress (HS) in accessions containing
(Col-0) or lacking (BI-1) the intronic ATCOPIA78 insertion. Primers are indicated in E by arrow-heads. Data are mean + s.d. (n = 2 independent
biological experiments).

We last investigated a natural intronic ATCOPIA78 insertion that is present in the reference Col-0 genome but absent
from other accessions (Figure S6). Analysis of publicly available RNA-seq data (Pietzenuk et al. 2016) indicated that
the insertion is epigenetically reactivated by heat stress and that reactivation is associated with the production of a
truncated transcript from the target gene (Figure 6E). To demonstrate causality, we compared the splicing level of
the second intron of the target gene (AT1G11270) in Col-0 plants subjected or not to heat stress as well as in plants
of the BI-1 accession, which does not contain any ATCOPIA78 insertion within this gene. While the second intron
was spliced in heat-stressed and control BI-1 plants, this was not the case for Col-0 plants, which showed splicing
only under non-stress conditions (Figure 6F). Given that ATCOPIA78 is among the most active TE families in nature
and that its activity correlates with several geo-climatic variables (Quadrana et al. 2016), it is likely that numerous
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natural ATCOPIA78-containing alleles of genes are similarly endowed with the possibility to modulate their
expression in response to environmental stress. Whether such alleles confer selective advantages remains to be

determined.

Discussion

TEA lines: when mobile TEs are caught in the act

Whole genome sequencing of MA lines has been extremely valuable in determining the rate, spectrum and genome-
wide distribution of spontaneous point and other small-size mutations in several model organisms (Ossowski et al.
2010; Zhu et al. 2014; Denver et al. 2009; Keightley et al. 2009). Results of these experiments indicated that small-
size mutations occur almost randomly throughout the genome, although local modulations were observed, notably
in relation to certain DNA sequences, recombination, transcription activity, and chromatin marks, including DNA
methylation (Makova and Hardison 2015). However, MA lines did not provide much information about the heritable
mutational landscape generated by TE mobilization, mainly because transposition is typically rare and also because
non-reference TE insertions are difficult to detect using standard short-read sequencing strategies.

Based on a unique experimental system of A. thaliana epiRILs, in which transposition activity was kick-started but
that otherwise resembled MA lines, we documented >8000 new TE insertions. These were produced mainly by three
TEs, which belong to two DNA transposon (VANDAL21 and ATENSPM3) and one LTR-retrotransposon (ATCOPIA93)
families that are among the most active in nature (Quadrana et al. 2016). Furthermore, our modeling indicated that
the insertion mutations produced by each of these three TEs in the epiRILs likely accumulated following a
transposition-genetic drift scenario. Thus, the epiRILs can be defined operationally as TEA lines and as such they
provide a first comprehensive assessment of the actual rate and genome-wide distribution of heritable mutations
generated by TE mobilization in any species.

Using the epiRILs and additional experimental populations, we showed that VANDAL21, ATENSPM3, ATCOPIA93
as well as another member (ATCOPIA78) of the Ty1/Copia superfamily of LTR-retrotransposons preferentially
integrate within or close to three distinct sets of genes, each characterized by specific chromatin features. Moreover,
we obtained strong evidence that ATENSPM3 and the two ATCOPIA families generate highly deleterious mutations
that are immediately purged by natural selection.

Collectively, our findings provide a first comprehensive experimental demonstration that mutations generated by TEs
have radically distinct properties than the spontaneous small size mutations documented in MA lines. First, because
of strong TE-specific integration preferences linked to chromatin, TE-caused mutations are distributed non-uniformly
across the genome, with the implication also that their repertoire may vary substantially for any given TE as a result
of changes in chromatin states, such as the loss of heterochromatin. Second, because many TEs target chromatin
states that are associated with genes, their insertion, as well as their excision in the case of DNA transposons, tend
to have drastic effects on gene expression. This is however not an obligate outcome, as exemplified by the lack of
any discernible consequences of VANDALZ21 integration on gene transcription. Third, the functional impact of TE
insertions can vary in a reversible manner over very short times, through their epigenetic silencing, which can be
influenced by the environment, as in the case for ATCOPIA78. Last, TE insertions accumulate discontinuously, as a

result of episodic, TE-specific reactivation, and at rates that may differ widely between TEs and environments.
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Figure 7. A model to depict the functional consequences of new TE insertions and the evolutionary fate of

Ty1/Copia retrotransposons in different organisms.

A. De novo retrotransposon insertions within genes impact their expression in multiple ways. While retrotransposition within internal exons
systematically disrupt gene expression, insertions in 5’ regions or introns have an immediate dampening effect, which can be either aggravated
or mitigated following epigenetic silencing of the inserted TE, respectively. Note that DNA methylation is depicted as spreading from the COPIA
insertion into adjacent sequences, which remains to be determined experimentally. B. H2A.Z-guided integration of Ty1/Copia is ancestral.
Functional diversification of H2A.Z between kingdoms determined the preferential integration of Ty 1/Copia towards fast evolving genes in plants
and yeast and towards developmentally regulated genes in animals. This differentiation may explain the high and low invasions success of
Ty1/Copia retrotransposons in plants and animals, respectively.

Retrotransposition-driven allelic heterogeneity associated with adaptive traits

Although WGS has revealed that TEs are powerful engine of genome as well as organism evolution (Chuong, Elde,
and Feschotte 2016), we still lack a clear understanding of the impact of their mobilization within any given species.
Our finding that LTR-retrotransposons belonging to the Ty1/Copia superfamily preferentially integrate within
environmentally responsive genes provide valuable information in this respect. As we have also shown previously
that mobilization of diverse ATCOPIA elements is associated with climate (Quadrana et al. 2016), it is tempting to
speculate that this superfamily of TEs facilitates adaptation to changing or local environments. Consistent with this
hypothesis, disease resistance genes are characterized by a high load of COPIA insertions and extensive allelic
heterogeneity in nature (Quadrana et al, 2016; Kawakatsu et al., 2016). Thus, recurrent retrotransposition within
these genes may play a critical role in the rapid evolution and expansion of the innate immune system in plants. We
have demonstrated however that most ATCOPIA insertions have severe deleterious effects, athough some of these
effects may be mitigated or fully erased once the insertions are epigenetically silenced. This mitigation can be
environmentally dependent, thus endowing TE-containing alleles with unique properties in fluctuating environments
(Figure 7A).

H2A.Z and the different fate of Ty1/Copia retrotransposons in plants, yeast and animals

TEs need to keep moving in order to prevent their demise by the accumulation of inactivating mutations. However,
because uncontrolled mobilization compromises host survival and that of TEs, different mechanisms have evolved
that limit TE activity, notably epigenetic silencing, or that target integration to reduce the mutational load they generate

(Sultana et al. 2017). For example, the LTR-retrotransposon Ty5 from yeast interacts with the heterochromatic factor
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silent information regulator 4 (Sir4), which directs Ty5 integration within gene-poor regions (Sultana et al. 2017).
Here, we have uncovered another targeting mechanism based on the histone variant H2A.Z, which is the among the
most conserved histone H2As (Henikoff and Smith 2015). H2A.Z guides the integration of Ty1/Copia elements not
only in A. thaliana but presumably also in rice and yeast. Furthermore, as in plants, the S. cerevisiae Ty1
retrotransposon integrates preferentially within the arrays of H2A.Z-containing nucleosomes that are located
upstream of RNA polymerase Ill (Pol Ill)-transcribed genes (Figure 5F; Albert et al., 2007; Baller et al., 2012), aided
by the Pol Il subunit AC40 (Bridier-Nahmias et al. 2015). Disruption of the AC40-integrase interaction leads to a
redistribution of Ty7 insertions towards subtelomeres (Bridier-Nahmias et al. 2015), which are enriched in
environmentally responsive genes (Brown, Murray, and Verstrepen 2010). As in plants, these genes are enriched in
H2A.Z-containing nucleosomes (Meneghini, Wu, and Madhani 2003; Sadeghi et al. 2011; Albert et al. 2007). These
findings suggest therefore that AC40 serves to further restrict the integration of Ty1 to a subclass of genes containing
arrays of H2A.Z, which otherwise would integrate preferentially within or around responsive genes.

In animals, H2A.Z is essential and mainly found at developmentally regulated genes, where it occupies nucleosomes
that flank the promoter (Henikoff and Smith 2015). Given the conserved role of H2A.Z in guiding the integration of
Ty1/Copia retrotransposons, their mobilization should therefore have catastrophic effects in animals, which may
explain why this superfamily of retrotransposons is virtually absent from animal genomes (Huang, Burns, and Boeke
2012). In other words, functional diversification of H2A.Z between plants and animals may have directed the opposite
fate of Ty1/Copia retrotransposons in these two kingdoms (Figure 7B). This in turn opens up the possibility that the

evolutionary fate of other TEs could also be explained by similar chromatin-directed integration biases.
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MATERIALS AND METHODS

Experimental model and subject details
The following A. thaliana plants were used: wild type Col-0 and BI-1 accessions. The Col-0 ddm7-2 mutant and the epiRILs
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population (Johannes et al. 2009), the Col-0 nrpd71-3 mutant (H. Ito et al. 2011) and the Col-0 hta9-1 hta11-2 double mutant
(March-Diaz et al. 2008). Unless stated otherwise, all plants were grown in long-days (16h:8h light:dark) at 23°C.

Genomic DNA sequencing using mate-pairs

Genomic sequencing was performed as described before (Gilly et al, 2014). Briefly, DNA was extracted from 10-20 seedlings
grown under long day conditions, using DNeasy Qiagen kits. About 10 ng of genomic DNA was sonicated to a 4-6 kb size range
using the E210 Covaris instrument (Covaris, Inc., USA). Libraries were prepared following lllumina’s protocol (lllumina Mate Pair
library kit), starting with size-selected (approximately 5kb) fragments, which were end-repaired, biotin labeled and circularized.
Linear DNA was eliminated by digestion and circularized DNA was fragmented to 300-700 bp using the E210 Covaris. Biotinylated
DNA junctions were purified using streptavidin, end-repaired and 3’-adenylated in order to ligate lllumina adapters. Junction
fragments were PCR-amplified using lllumina adapter-specific primers and amplified fragments within the 350-650 bp size range
were selected for sequencing. Each library was sequenced using 100 base-length read chemistry in a paired-end flow cell on the
lllumina GAllx (2 lanes) or HiSeq2000 (1 lane) (lllumina, USA).

Mapping and detection of TE insertions using WGS

Reads were mapped with BWA v.0.6.1 using the parameters -R 10000 -I 35 -O 11, and the parameters n 10000 N 10000 -s for
sampe, onto the TAIR10 reference sequence. Reads hanging over chromosome ends were removed using picard CleanSam and
duplicate pairs were removed using picard MarkDuplicates. TE insertions were detected by implementing TE-Tracker software
(available at http://www.genoscope.cns.fr/TE-Tracker) exactly as described before (Gilly et al., 2014). WGS did not produce
sufficient coverage (<10X) for 16 of the 123 epiRILs analyzed at generation F8, and these 16 epiRILs were not considered further
(Table S1). TE-Tracker is a computational method that we have previously developed for accurately detecting both the identity
and destination of newly mobilized TEs in genomes re-sequenced using mate-pair libraries (Gilly et al, 2014). Importantly, TE-
Tracker does not rely on prior annotation, yet is able to integrate it, making the results easily interpretable. Briefly, TE-Tracker
uses paired reads mapping information to identify discordant reads that mapped partially over TE-sequences to detect the position
of TE insertions. Insertion site positions were refined at the single nucleotide resolution by exploiting sequence information
contained in split-reads. To this end, we implemented the software SPLITREADER (available at
https://github.com/LeanQ/SPLITREADER: Quadrana et al., 2016). Homozygous and heterozygous insertions were defined based
on the normalized number of reads supporting each insertion event (Table S2). In addition, this approach enabled us also to
identify insertions that were likely present in only one of the 10-20 seedlings used to extract DNA and which reflect transposition
during the reproductive phase of the parent. These insertions were also called heterozygous, as this was likely the case and to
reflect their very recent ancestry. Conversely, our approach was designed to exclude poorly supported insertions, which could
reflect either mapping artifacts or rare somatic events. Finally, visual inspection was carried out for a random sample of over 200
insertion events and their homozygous or heterozygous status was confirmed in each case.

TE-sequence capture

TE sequence capture was performed on exactly 1000 seedlings in all cases except for the F3 progeny of htag hta11 line 2, where
only 477 seedlings were recovered (see main text and Figure 4A and 5B for details of the plant materials used). Seedlings were
grown under control (long-day) conditions and genomic DNA was extracted using the CTAB method (Murray and Thompson
1980). In order to assess the sensitivity of TE-sequence capture, we added 1ng of genomic DNA extracted from epiRILs 394
(generation F16) to 1ug of genomic DNA extracted from the 477 F3 seedling of hta9 hta11 line 2 prior to library construction (i.e.
1:1000 dilution of the spiked-in genomic DNA). Libraries were prepared using 1ug of DNA and TruSeq paired-end kit (lllumina)
following manufacturer instructions. Libraries were then amplified through 7 cycles of ligation-mediated PCR using the KAPA HiFi
Hot Start Ready Mix and primers AATGATACGGCGACCACCGAGA and CAAGCAGAAGACGGCATACGAG at a final
concentration of 2uM. 1ug of multiplexed libraries were then subjected to TE-sequence capture exactly as previously reported
(Quadrana et al. 2016). Enrichment for captured TE sequences was confirmed by gPCR and estimated to be higher than 1000
fold. Pair-end sequencing was performed using one lane of lllumina NextSeq500 and 75bp reads. About 42 million pairs were
sequenced per library and mapped to the TAIR10 reference genome using Bowtie2 v2.3.2 (Langmead and Salzberg 2012) with
the arguments --mp 13 --rdg 8,5 --rfg 8,5 --very-sensitive. An improved version of SPLITREADER (available at
https://github.com/LeanQ/SPLITREADER) was used to detect new TE insertions. Briefly, split-reads as well as discordant reads
mapping partially on the reference sequence of ATCOPIA93 and ATCOPIA78 (obtained from RepBase update) were identified,
soft clipped and remapped to the TAIR10 reference genome using Bowtie2 (Langmead and Salzberg 2012). Putative insertions
supported by at least one split- and/or discordant-reads at each side of the insertion sites were retained. Insertions spanning
centromeric repeats or coordinates spanning the corresponding donor TE sequence were excluded. In addition, putative TE
insertions detected in more than one library were excluded to retain only sample-specific TE insertions (Table S3). More than 80%
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of new TE insertions present in epRIL394 F16 were detected, confirming that the sensitivity of our TE-sequence capture and
computational approach is higher than 1:1000. In addition, no non-reference insertions were detected in 1000 F1 seedlings of
wild type Col-0, highlighting the specificity of our approach.

Detection of Tos17 non reference insertions in rice genomes

A total of 16,784 Tos17 non-reference flanking sequences (Miyao et al. 2003) were retrieved from GeneBank and mapped to the
reference rice genome using Minimap2 v2.11-r797 (H. Li 2018), which enabled us to identify 14,258 insertion points with high
confidence (Table S4).

Detection of mutations within transposed copies

Discordant mate-pair reads mapping within a 6kb interval either upstream or downstream of each insertion site were extracted
and re-mapped using Bowtie2 (Langmead and Salzberg 2012) over a library constructed with the specific donor TE sequence
only. Sequence variants were detected using samtools mpileup V1.2.1 and only variants with a quality of at least 30 were kept.
Long deletions were detected as regions without coverage and breakpoints were reconstructed by local assembly using Velvet
V1.2.09 (Zerbino and Birney 2008).

Analysis of global and local enrichment of new TE insertions

To assess if new TE insertions are enriched in pericentromeric regions, their number within these regions was compared with that
expected from a random distribution. The expected distribution was calculated by randomizing 104 times the position of new TE
insertions across the chromosomes (genomic regions showing coverage deviation, the inner pericentromeres, or coordinates
spanning the corresponding donor TE sequence were excluded). This set of random positions was used as a control for all
subsequent analyses. Insertion distribution over wild-type- and ddm1-derived regions was obtained by counting the number of
new TE insertions within intervals delimited by at least two consecutive stable hypermethylated or hypomethylated regions,
respectively (Cortijo et al. 2014). Overrepresentation over genes and neighboring sequences was performed using a meta-gene
analysis. Briefly, protein coding gene features were extracted from the TAIR10 annotation and coordinates of non-reference TE
insertions with TSDs were crossed with the set of genic features according to the following stepwise hierarchy: 5 UTR > 3’ UTR>
exon > intron > intergenic regions. For insertions that do not overlap protein-coding genes, the distance to the closest gene was
calculated and reported as negative or positive distance according to the gene orientation. Overrepresentation over chromatin
states was performed by comparing the number of new TE insertions and randomly generated TE insertions located within each
chromatin domain (Sequeira-Mendes et al. 2014). Density of ATCOPIA93 insertions were obtained by calculating the distance
between insertion sites and the middle point of the nearest well positioned nucleosome mapped in Col-0 (Table S5; Lyons and
Zilberman, 2017).Gene ontology (GO) analyses were performed using AGRIGO (http://bioinfo.cau.edu.cn/agriGO/) and as input
the ID of genes that contain a TE insertion within the limits of their annotation.

Analysis of chromatin features at insertion sites

4kb regions centered around insertion sites were defined and used to extract normalized coverage of Dnasel hypersensitivity
(Sullivan et al. 2014), Mnase accessibility (G. Li et al. 2014), H3K27me3 (C. Li et al. 2015), H2A.Z enrichment level (Coleman-
Derr and Zilberman 2012) and well-positioned nucleosomes (Lyons and Zilberman 2017). The same approach was used for the
analysis of H2A.Z enrichment in rice (Zahraeifard et al. 2018) and of htz1 from yeast (Gu et al. 2015). Average normalized
coverage was then calculated for each bp and plotted using the smooth.spline function in R.

epiQTL mapping of transposition activity

Using TE copy number as phenotype and a total of 126 parental differentially methylated regions (DMRs) that segregate in a
Mendelian fashion in the epiRILs (i.e. stable DMRs) as physical markers (Cortijo et al. 2014), we implemented the multiple QTL
model (mgmsacn) from the R/qtl package. Genome-wide significance was determined empirically for each trait using 1000
permutations of the data. LOD significance thresholds were chosen to correspond to a genome-wide false positive rate of 5%.

Transposition-drift modeling of insertion accumulation

In the absence of selection, TE invasion is mostly determined by the rate of transposition and rate of fixation of insertions by
random segregation (i.e. drift). Thus, we constructed individual-based transposition-drift models, all starting with an initial number
of copies all equally active (with a rate K of new copies per generation) and with each new copy being also equally active. New
copies arise in the heterozygous state and can be inherited following a Poisson distribution according to Mendelian segregation.
The model also considers TE elimination by excision, which occurs at rate E per transposition event. Additionally, concerted
silencing of all active copies may occur when copy number reach the threshold /. Simulations were run 1000 times using a wide
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space of parameter values (K={0,0.1,...,1}, E={0,0.2,...,1} and /<{20,21,...,60}. Distribution of homozygous and heterozygous
insertions between simulated and observed data at F8 was evaluated using a two-dimensional goodness-of-fit test.

Transcriptome analysis

RNA from wild type, ddm1, epiRIL55 (F8), epiRIL95 (F8), epiRIL260 (F8), epiRIL439 (F8), epiRIL454 (F8) epiRIL394 (F8) and
epiRIL394 (F16) was isolated using Rneasy Plant Minikit (Qiagen) according to the supplier’s instructions. Contaminating DNA
was removed using RQ1 DNase (Promega). One pg of total RNA was processed using TruSeq Stranded Total RNA kit (lllumina)
according to the supplier’s instructions. About 20M 76nt-long single-end reads were obtained per sample on the lllumina
HiSeq2000. Expression level was calculated by mapping reads using STAR v2.5.3a (Dobin et al. 2013) on the A. thaliana
reference genome (TAIR10) with the following arguments --outFilterMultimapNmax 50 --outFilterMatchNmin 30 --
alignSJoverhangMin 3 --alignintronMax 10000. Duplicated pairs were removed using picard MarkDuplicates. Counts were
normalized and annotations were declared differentially expressed between samples using DESeq2 (Love, Huber, and Anders
2014). When specified, uniquely mapped reads (mapping quality > 10) were selected with samtools (H. Li et al. 2009). RNAseq
data from heat-stressed plants were obtained from (Pietzenuk et al. 2016) and analyzed as described above. Splicing of intronic
TE insertions was calculated as described previously (Teixeira et al. 2017). Briefly, the number of split-reads (SR) and non-split-
reads (NSR, which should be fully and uniquely contained within the interval surrounding the same exon—intron junction) mapping
to an exon-intron junction was extracted and the ratio SR/(SR+NSR)*100 was then calculated.

Quantification of expression level, copy number and DNA methylation

RNA was extracted using the RNeasy plant mini kit (Qiagen) from Col-0 or BI-1 plants grown under normal conditions (10 days
old seedlings grown in liquid medium) or subjected to heat shock treatment (H. Ito et al. 2011). RT-qPCR was performed as
described previously (Quadrana et al. 2016). Primer sequences are provided in Table S6. RT-qPCR results (two biological
replicates) are indicated relative to those obtained for a gene (AT5G13440) that shows invariant expression under multiple
conditions. Copy number and DNA methylation of ATCOPIA93 was performed as described before (Mari-Ordéfiez et al. 2013).

Data and software availability
Sequencing data has been deposited in the European Nucleotide Archive (ENA) under project XXXXX.
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Figure S1. Identification of new TE insertions in epiRILs.

A. Schematic representation of the bioinformatic method used to detect new TE insertions. Sequenced reads around a newly
inserted TE-copy (top half) produce discordant read mappings when aligned with the reference sequence (bottom half). Dashed
light-red and light-blue arrows represent the mate-pairs reads linking the left and right extremities of the insertion breakpoint
with the donor TE sequence. B. The top two rows of panels indicate the distribution of the number of private insertions (top:
all; bottom: heterozygous only) among epiRILs for each TE family. The number of homozygous and heterozygous private
insertions in each epiRIL (ordered by name) is indicated below for each of the three TE families. C. Genome browser view of
the three composite mobile TEs (delineated by the dotted red lines) identified in the present study.
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Figure S2. Sustained transcriptional activation of TEs does not associate systematically with transposition.
A. Comparison of the number of TE sequences upregulated in siblings of the ddm7 parent used to generate the epiRILs
population with a that obtained previously (Stroud et al, 2013). Statistical significance of the overlap was obtained using the
Chi-square test. B. Differential expression analysis of TEs and genes between wild type and ddm7as well as five epiRILs.
Annotations located in wild-type- or ddm7-detived regions are indicated by green and red dots, respectively. C. Identity of the
TE sequences upregulated in ddm1 and either re-silenced or stably upregulated in the five epiRILs. D. Distribution of sequence
lengths and fraction of TE consensus length of TEs upregulated in ddm7 and either re-silenced or stably upregulated in the

five epiRILs.
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Figure S3. Modeling of insertion accumulation dynamics.

A. Schematic representation of the transposition-drift model developed to reconstruct transposition dynamics. B. Goodness-
of-fit between simulated and observed data. Patterns of insertion accumulation produced by the best fitted models. C.
Proportion and number of epiRILs showing excision of the autonomous reference copy for VANDAL21 and ATENSPMS3 in
relation to their parental origin. D. Correlation between the number of private ATENSPM3 insertions and excision footprints
detected in the epiRILs.
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Figure S4. ddm1-derived pericentromeric regions are preferentially target by TE insertions.

A. Proportion of private TE insertions in ddm7-derived intervals in relation to their chromosomal position. Statistically significant
differences compared to the expected values are indicated (Chi-square test,* P <0.05, ** P < 0.001, *** P<0.0001). B. Fraction
of essential genes among those targeted by VANDAL21, ATENSPM3 or ATCOPIA93 in the epiRILs. Fraction of essential genes
among those containing short indels compatible with ATENSPM3 excision footprints is also indicated. Statistical significance
for each comparison was obtained using the Chi-square test. C. Density of VANDALZ21 insertions around transcriptional start
sites (TSS). The fraction of insertions that are in the same (sense) or opposite (antisense) orientation relative to the targeted
gene are indicated. D. Meta-analysis of of DNAse hypersensitivity (DH) levels as well as nucleosome, H3K7me3 and H2A.Z
densities around insertion sites for VANDAL21, ATENSPM3 and ATCOPIA93. E. Proportion of ATCOPIA93 private insertions
within well-positioned nucleosomes. Expected distribution was obtained by randomizing 1000 times insertion site positions
across the genome and performing a randomization test. Errors bars represent the 95% confidence interval. F. Density of
ATCOPIA93 insertions within internal exons of protein coding genes. G. Fraction of genes containing ATCOPIA93 private
insertions that are also enriched in H2A.Z across their body. Expected distribution was obtained by randomizing 1000 times
insertion site positions across the genome and performing a randomization test. Errors bars represent the 95% confidence
interval. H. Relative level of H2A.Z in met1 compared to wild type (Zilberman et al 2008) over all TEs (grey box) and in the
subset of TEs that contain ATCOPIA93 insertions in the epiRILs (green box: TEs located in wild-type-derived regions; red box:
TEs located in ddm1-derived regions (in green and red, respectively). Genome browser views of DNA methylation and H2A.Z
over TEs containing ATCOPIA93 insertions within wild-type- and ddm1-derived intervals (top and bottom panel, respectively)
are depicted on the right. Insertion sites are indicated by an arrow and samples showing hypomethylation across the region
are highlighted in red. Statistical significance for each comparison were obtained by Mann-Whitney test.
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Figure S5. ATCOPIA78 avoids integration within essential genes.
A. Fraction of essential genes among those targeted by ATCOPIA78 in response to heat stress or in nature. Statistical
significance for each comparison was obtained using the Chi-square test.
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6.3. Conclusion et discussion

6.3 Conclusion et discussion

Dans ce chapitre, j’ai présenté et exploité ce qui fait de la population epiRIL un
systeme unique pour ’étude directe et a grande échelle de la contribution des ET aux

paysages mutationnels.

Je mets en évidence que le spectre des indels reflete le patron de remobilisation du
transposon a ADN ATENSPMS, qui est réactivé de facon importante dans les epiRIL avec
665 nouvelles insertions détectées (379 homozygotes, 286 hémizygotes), auxquelles il faut
ajouter les 82 évenements d’excision que je détecte sous la forme d’insertions de 3 a 5 pb,
correspondant a une répétition en orientation directe du TSD et présentant les mémes
préférences d’insertions que le transposon (état chromatinien CS2, enrichi en H3K27me3).
Cette détection a I’échelle du génome des évenements d’excision d’un élément transposable
n’avait pas été réalisée a ce jour. Il est a noter qu'un deuxieme ET de classe II, VANDALZ21,
est également activement remobilisé dans la population epiRIL, néanmoins aucune trace
d’excision ne peut étre détectée. Cela est a mettre en regard du faible taux d’excision de
cet ET notamment dans la lignée germinale (Fu et al. 2013 ; Quadrana, Etcheverry et al.
2018).

Peut-on imaginer employer une détection des évenements d’excision comme celle pré-
sentée ici pour préciser la dynamique des ET de classe I au sein des populations naturelles
d’Arabidopsis, dans desquelles la mobilisation de plusieurs de ces ET (dont ATENSPM3)
a pu étre mise en évidence (Quadrana, Bortolini Silveira et al. 2016) 7
Cela semble peu probable en raison de I'important niveau de polymorphisme distinguant
ces accessions (Zapata et al. 2016) qui va grandement complexifier la détection des in-
dels, notamment du fait de mésalignements fréquents (Y. Jiang et al. 2015). Néanmoins,
compte-tenu de la préférence pour I'état chromatinien CS2 mise en évidence pour cet ET,
il pourrait étre pertinent d’analyser plus spécifiquement ces régions dans les différentes
accessions. Cela présuppose néanmoins et que cette préférence d’insertion soit conservée
parmi les différentes accessions, et qu’il en soit de méme pour le marquage H3K27me
des geénes. Dans la mesure ou les préférences d’insertions sont conservées entre especes
distantes pour au moins certaines familles d’ET (ET de type COPIA chez A. thaliana,
O. sativa et S. cerevisiae - décrit dans (Quadrana, Etcheverry et al. 2018)), et que de
facon similaire le marquage H3K27me3 est partiellement conservé parmi les Brassicacées
(A.thaliana, A.alpina et A.lyrata - décrit dans (Chica et al. 2017)), une telle analyse

semble envisageable.

Au contraire du spectre des indels qui reflete la remobilisation d’ATENSPM3, aucun
évenement de réarrangement chromosomique associé a la remobilisation des ET ne peut

étre identifié dans les epiRIL. Plusieurs hypothéses peuvent étre proposées pour expliquer
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cette observation.

Premierement, il est possible de tels évenements aient lieu non pas dans les cellules
qui contribueront a la génération suivante mais dans les tissus somatiques et qu’ils ne
soient donc pas détectables ici, ou encore qu’ils aient pu se produire et conduire a un
arrét précoce de la méiose, un cas de figure qui conduirait a une létalité et ne peut une
fois encore pas étre documenté ici.

Une deuxieme hypothése aurait a voir avec le nombre et la localisation chromosomique
des néo-copies, entre elles ainsi que par rapport aux copies existantes. Au contraire des
copies résidentes (les annotations d’ET du génome) qui sont localisées dans les régions
péricentromériques, la majorité des néo-insertions est localisée dans les bras, or comme
nous 'avons vu dans l'introduction une NAHR requiert que les séquences matrices de
la recombinaison ne soient pas trop distantes I'une de l'autre. De facon plus générale, la
faible proportion en ET du génome d’Arabidopsis en comparaison de celui du riz ou du
mais pourrait expliquer pourquoi de tels réarrangements sont plus fréquemment décrits
dans ces derniers organismes (J. Ma et al. 2006; B. Tan et al. 2017) mais peu voir pas
du tout chez Arabidopsis. Comme illustré FIGURE 6.1, pres de la moitié (1107/1670) des
néo-insertions d’ET détectées dans les epiRIL sont a I’état hémizygote, ce qui indique
qu’en génération F'8, la remobilisation est toujours en cours et un nombre accru de nou-
velles insertions est attendu dans les générations suivantes. Il serait intéressant de suivre
si dans les générations avancées des epiRIL, la plus forte densité en ET peut conduire
a l'observation de réarrangements. Dans ce contexte, j’ai pu identifier dans une epiRIL
en génération F16 un réarrangement putatif entre deux nouvelles copies d’ATCOPIA9S.
Ces deux néo-insertions, I'une détectée dans la F8 et I'autre apparue entre la F8 et la
F16, sont situées a approximativement 1Mb de distance et en orientation inverse 1'une
par rapport a I'autre, et 'orientation des paires de reads dans cette région laisse suspecter
une inversion de la région située entre ces deux copies (données non montrées), dont une
validation expérimentale serait nécessaire.

La troisieme hypothese a trait a la nature des ET remobilisés dans les epiRIL. Si les 10 fa-
milles d’E'T remobilisées dans les epiRIL le sont également dans les populations naturelles
de 'accession Col-0, elles ne représentent qu’une fraction de la diversité des familles d’ET
remobilisées parmi les accessions naturelles d’Arabidopsis (Quadrana, Bortolini Silveira
et al. 2016), et cette méme remarque peut étre faite en comparant les familles ’ET ac-
tives chez Arabidopsis et chez d’autres organismes. Il est des lors envisageable que les ET
remobilisés ici ne fassent pas partie de ceux qui, comme Ac/Ds chez le Mais ou 1’élément
P chez la Drosophile, créent des réarrangements au cours de la transposition. Cette der-
niere hypothese apparait d’autant plus envisageable que la transposition alternative peut
créer une diversité de réarrangements, et qu’a ce jour la quasi-totalité des évenements de

réarrangements impliquant des ET correspondent & ce type d’évenement (Gray 2000).
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Si les analyses décrites dans ce chapitre visaient en premier lieu a détecter des réar-
rangements associés aux ET, elles permettent également d’identifier des CNV spontanés.
Une analyse similaire avait été conduite par le passé et avait conclu a un taux extréme-
ment élevé de CNV dans 'accession Col-0 d’Arabidopsis (DeBolt 2010). Ici, en combinant
les observations faites dans les MA lines et les epiRIL, qui dans leur ensemble représentent
un peu de plus de 800 générations d’évolution indépendante (92 epiRIL sur 6 générations
plus 10 MA lines sur 30 générations), je n’identifie pas plus de 15 CNV. Par ailleurs, la
réanalyse des données disponibles pour une population de type MA lines soumise a un
stress salin (C. Jiang et al. 2014) met également en évidence un nombre restreint de CNV,
suggérant que méme dans des conditions de stress ce type de mutation ne se produit pas
a un taux accru chez Col-0 (données non montrées).

Ces conclusions opposées peuvent étre expliquées en partie par des différences dans les
méthodes de détection : séquengage et analyse CNV /read-pair dans les travaux présen-
tés ici contre hybridation comparative du génome sur puce & ADN (comparative genome
hybridization) dans (DeBolt 2010), cette derniere étant peu résolutive et “bruitée” en rai-
sons de variations dans le signal d’hybridation. Par ailleurs, (DeBolt 2010) identifie des
CNYV récurrents, apparus dans plusieurs lignées apparentées, ce qui pourrait suggérer qu’il
s’agisse a la place d'un CNV en ségrégation dans la lignée initiale, une validation qui n’est
pas décrite.

Parmi les CNV détectés et dans les MA lines et dans les epiRIL, la majorité d’entre eux
correspondent a des duplications en tandem situées au sein d’une annotation génique et
présentant un signature de microhomologie indicative d’'un mécanisme réplicatif; soient
les mémes spécificités que décrites chez ’Homme. Ces similitudes entre epiRIL et MA lines
sont par ailleurs trés cohérentes compte-tenu I'absence de fonction de ddm1 au niveau des
genes.

Dans ces deux populations, toutes les délétions sont associées a des annotations d’ET et
résultent probablement d’'une NAHR. Il est surprenant d’observer qu’a I'opposé, aucune
duplication correspondant ne peut étre décrite ici. Ce résultat peut étre interprété dans
le contexte des observations précédentes effectuées chez Arabidopsis et qui suggerent une
tendance a la réduction du génome chez cet organisme par réduction du contenu en ET
(Devos et al. 2002; Vu et al. 2017). Une observation générique concernant les génomes
des plantes est qu’ils présentent une taille importante, en lien avec un contenu élevé en
ET. Au moyen d’épisodes de transposition soudains et extensifs (burst), les ET peuvent
conduire a un accroissement rapide de la taille du génome, cependant les mécanismes
pouvant permettant un retour en arriere sont moins bien décrits, d’ou I'hypothese dite
du “one-way ticket to genome obesity” (Bennetzen et al. 1997). Les résultats présentés
ici suggerent, dans la continuité de descriptions précédentes, qu’ Arabidopsis thaliana tout

comme Arabidopsis lyrata ait une tendance a la réduction de la taille de son génome par
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formation de délétions associées aux ET (Hu et al. 2011).

Par ailleurs, dans la suite des travaux décrits dans (Wicker et al. 2016), il serait
pertinent d’évaluer si les évenements d’excision ou de néo-insertion d’ET se traduisent
par un taux de mutation accru a ces loci en raison du recrutement de polymérases error-
prone pour résoudre les cassures double-brins provoquées par de tels évenements. Ces
analyses sont actuellement en cours et permettront de mieux documenter les conséquences

mutationnelles d’'une mobilisation des ET.
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CHAPITRE 7

Vers la caractérisation de QTL

épigénétiques

7.1 Introduction

Ce dernier chapitre de résultats porte sur un axe distinct de mes travaux de these.
Mon projet visait initialement a la caractérisation de QTL épigénétiques préalablement
mis en évidence au laboratoire, au travers d’une combinaison d’approches de cartographie
fine et de validation de loci candidats par complémentation fonctionnelle. Ce projet néces-
sitait a la fois la création de populations de plantes supplémentaires ainsi que la mise en
place d’outils moléculaires fondés sur le systeme CRISPR/Cas pour aller altérer le profil
de méthylation de ’ADN a des loci spécifiques.

Ces travaux n’ont pas pu étre menés a leur terme dans le temps imparti a ma these en
raison d’aléas techniques (invasions récurrentes d’insectes dans les enceintes de culture
ayant conduit a la destruction d’une grande partie du matériel biologique développé),
mais 'approche CRISPR-Cas est poursuivie par Erwann Caillieux, ingénieur au labora-
toire.

Dans ce chapitre, je présente et discute 'impact des variants ADN en ségrégation dans les
epiRILs sur les QT Lepi détectés, la cartographie fine de I'un de ces QTL ainsi que la stra-
tégie expérimentale mise en place pour effectuer a terme la complémentation fonctionnelle
des épialleles candidats. La caractérisation des variants en ségrégation m’a par ailleurs
amenée a étre impliquée dans plusieurs projets collaboratifs avec des équipes recherchant
des QTLepi au sein de la population epiRIL ; 'un des manuscrits qui en résulte est joint

a ce chapitre.
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7.2 Résultats

7.2.1 Contribution des variants ADN en ségrégation a la varia-

tion héritable détectée au sein des epiRIL

Comme décrit CHAPITRE 4, le fait que la majorité des variants ADN en ségrégation
dans les epiRIL ne co-ségrege pas avec les épihaplotypes suggere que ceux-ci ne soient pas
a 'origine des QTLepi détectés.

En effet, comme nous I'avons vu dans le CHAPITRE 3 de l'introduction, la détection des
QTLepi s’est faite sur la base des profils de méthylation. Aussi, seuls les variants qui sont
associés a I'un ou a l'autre des épihaplotypes sont susceptibles d’étre a 1'origine des QT-
Lepi détectés. Dans la mesure ou 1’épihaplotype WT est partitionné entre variants dérivés
du WT2 d’une part et variants dérivés du WT employé lors du croisement initial d’autre
part, il n’existe aucun variant ADN qui co-ségrege exclusivement avec cet épihaplotype. A
I'opposé, seuls les variants (au nombre de 4) hérités de I'individu ddm1 et qui co-ségregent

donc avec I’épihaplotype hypométhylé sont susceptibles d’étre causatifs pour les QTLepi.

1rst DDM1/DDM1
Col

chr 1 chr 2 chr 3 chr 4 chr5

MEErS  sismssmen @@ s msommes o+ wesime = m seomi s w

2nd DDM1/DDM1
Col

piRILs

| ddma1/ddm1

Col
123

F1GURE 7.1 — Illustration du patron de ségrégation haplotype-épihaplotype. L’épihaplo-
type WT est partitionné en deux haplotypes, I'un d’entre eux étant commun avec 1’épi-
haplotype ddm1

Comme décrit dans le CHAPITRE 3, des analyses précédentes menées au laboratoire
en collaboration avec 1’équipe de Frank Johannes avaient visé a déterminer si les nou-
velles insertions d’ET partagées par plusieurs lignées et localisées au sein des intervalles
de support des 6 QTLepi détectés (Cortijo, Wardenaar, Colomé-Tatché, Gilly et al. 2014)

expliquaient une fraction significative de 'effet de ces différents QTL.
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Pour ma part, je me suis concentrée sur les quatre mutations ponctuelles que j’ai pu iden-
tifier comme co-ségrégeant systématiquement avec l'épihaplotype ddml. 11 s’avere que
parmi ces quatre variants, un seul est localisé au sein de 'intervalle de support de 'un des
6 QTLepi identifiés dans (Cortijo, Wardenaar, Colomé-Tatché, Gilly et al. 2014) et celui-ci
correspond & une mutation au sein d’une annotation d’ET (TABLE 4.2. En conséquence,
il semble peu probable qu’il soit a l'origine de la variation héritable détectée pour le trait.
Ce résultat complete les analyses réalisées par I’équipe de F. Johannes pour les insertions
d’ET partagées (Cortijo, Wardenaar, Colomé-Tatché, Gilly et al. 2014) et suggere donc

que ces 6 QTLepi sont effectivement causés par des épialleles.

Néanmoins, puisque ces variants ADN représentent une seconde source de variants
parentaux en ségrégation au sein des epiRIL (la premieére étant les DMRs stables), ils
sont susceptibles de contribuer a la variation héritable identifiée pour les différents traits
analysés & ce jour. Sans qu'ils se substituent aux QTL “épigénétiques” (portés par des
polymorphismes de méthylation) détectés, nous aurions alors des QTL ADN “classiques”
(portés par des polymorphismes nucléotidiques) que je me suis employée a rechercher.
En raison du faible nombre de variants ADN distinguant le WT2 des individus ddm1 et
wt, il n’est pas possible de construire une carte génétique qui permettrait de détecter de
tels QTLadn. J’ai donc testé pour chaque variant ADN la corrélation entre génotype a ce
marqueur et et valeur phénotypique dans chacune des epiRIL. Il faut noter qu’il s’agit la
d’une analyse de premiere intention, au sens ou elle permet de détecter la présence d'un

QTL mais pas d’y associer un intervalle de support.

Les profils de LOD score pour ces deux traits sont donnés FIGURE 7.2A. Pour les deux
traits, 3 variants ADN atteignent ou dépassent le seuil de significativité. L’un d’entre eux,
mis en évidence par un rond azur, est commun aux deux profils et est au sein des inter-
valles QT Lepi décrits sur le chromosome 1 pour 'un et I'autre des traits considérés. Dans
la mesure ou ce variant est hérité du parent ddml, cette association avec le phénotype est
attendue puisqu’il n’est pas possible de le distinguer des épihaplotypes.

A Topposé, on constate pour la date de floraison que les variants qui dépassent le seuil
de significativité correspondent a des variants qui distinguent le WT2 des individus WT
et ddm1 a l'origine de la population. Cela correspond a un QTL “ADN” et non pas épi-
génétique, porté non pas par des différences de méthylation mais des polymorphismes
distinguant le WT2 et les individus fondateurs, et qui ne recoupe pas le QTLepi détecté
pour le méme trait sur ce chromosome. Concernant 'effet associé a I'un ou l'autre de ces
génotypes (et non pas épigénotypes), on constate que la présence de I'un ou l'autre des
haplotypes -indépendamment du profil de méthylation- est associé a une différence d’un
peu plus de 2 jours dans la date de floraison, soit du méme ordre de grandeur que celui

observé pour les 3 QTLepi décrits pour la date de floraison dans les epiRILs (FIGURE
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FIGURE 7.2 — Résultats de la recherche de QTLadn pour la date de floraison et la longueur
de la racine primaire par analyse simple marqueur.

A. Profils de LOD score. La couleur des ronds indique l'origine parentale du variant, les
coordonnées chromosomiques leur identité. B. Amplitude et direction des effets pour un
QTLadn affectant la date de floraison dans les epiRIL (gauche) et comparaison avec les
QTLepi détectés pour ce trait (droite, panel tiré de (Cortijo, Wardenaar, Colomé-Tatché,
Gilly et al. 2014)).

7.2B).

Aucun des genes situés a proximité de ces deux variants n’est un candidat évident pouvant
expliquer une variation dans la date de floraison, une observation qui est peu surprenante
compte-tenu de la faible amplitude des effets!. Il faut par ailleurs garder & 1'esprit que la
date de floraison est un trait fortement susceptible a des stimuli multiples, en I'occurrence
dans le cas de QTL a effet mineur comme celui-ci (ou méme les 3 QTLepi identifiés pour
ce trait), il est probable que les loci affectés aient des roles plus “pléiotropes” et touchent
plus généralement a la vigueur de la plante, dont la date de floraison est un read-out

parmi d’autres (biomasse, taille de la plante).

1. Dans le contexte de la date de floraison, une différence de 2 jours est considérée comme un QTL
a faible effets. Des QTL a fort effet correspondent & des loci expliquant une variation de 'ordre de la
dizaine de jours, comme il en existe entre les différentes accessions d’Arabidopsis. Cependant, un faible
effet peut étre fortement héritable comme c’est le cas dans les epiRIL, et inversement.
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Cette observation met en évidence la nécessité de ré-évaluer la fraction de 'héritabilité
pour la date de floraison expliquée par les QTL détectés pour ce trait. L’héritabilité -au
sens large- s’évalue sur des bases phénotypiques (la variance inter-lignée, (Johannes, Por-
cher et al. 2009 ; Lynch et Walsh 1998)), et il a été estimé que les 3 QTLepi contribuaient
au total a environ 85% de I’héritabilité pour la date de floraison (Cortijo, Wardenaar,
Colomé-Tatché, Gilly et al. 2014). Dans ce contexte, il est tentant de spéculer que les 15%
restant puissent étre expliqués au moins en partie par ce QTLadn. Dans tous les cas, en
I’absence de QTLadn détecté pour la longueur de la racine primaire, cette hypothese ne
peut étre invoquée pour expliquer les 40% d’héritabilité manquante apres prise en compte

des 3 QTLepi pour ce trait.

Une deuxieme approche peut étre envisagée afin d’évaluer I'impact potentiel des va-
riants ADN en ségrégation sur les QTLepi identifiés au sein des epiRIL. De fagon similaire
aux analyses effectuées dans (Cortijo, Wardenaar, Colomé-Tatché, Gilly et al. 2014) et
(Kooke et al. 2015) pour évaluer I'impact des ET présents dans les intervalles QTLepi, il
s’agit de recalculer I'effet de chaque QTL en substituant le marqueur au pic par le variant
ADN a tester, et ainsi d’interroger si le variant ADN explique plus que le marqueur de
méthylation.

Une telle analyse a été effectué dans le cadre d'une collaboration avec I’équipe de Maria
Manzanares (manuscrit Liégard et al, SECTION 7.2.4). Parmi les 20 QTLepi identifiés
dans la population epiRIL pour la résistance au pathogene responsable de la hernie des
Brassicacées, apres prise en compte des ET et autres variants ADN en ségrégation, nous
avons pu montrer que si 16 QTL sont a proprement causés par des variants de méthyla-
tion, pour quatre d’entre eux, un variant ADN hérité du WT2 explique une fraction plus
importante de l'effet que le marqueur de méthylation au pic. Deux explications peuvent
étre formulées pour expliquer ce résultat : ou bien le variant ADN en question est causatif
pour le QTL, une hypothese qui n’est pas privilégiée en raison de la localisation géno-
mique du variant, ou il est en déséquilibre de liaison avec le vrai polymorphisme causatif,

qu’il s’agisse ou non d’un épivariant.
Dans leur ensemble, ces observations suggerent qu’en dépit de la faible amplitude de

variation nucléotidique en ségrégation au sein de la population epiRIL, il est nécessaire

de la garder a I'esprit lorsque 'on s’intéresse a des traits complexes.

139



Chapitre 7 — Vers la caractérisation de QTL épigénétiques

7.2.2 Mise en place de populations de cartographie fine pour un
QTLepi

Comme décrit CHAPITRE 3, démontrer la causalité d'un épiallele associé a un trait
complexe va requérir la méme stratégie que pour un variant ADN classique : il s’agit
en premier lieu d’isoler la région d’intérét (mendélisation), de valider la co-ségrégation
du phénotype et de 'épigénotype dans cette nouvelle population, puis dans un second
temps d’effectuer la cartographie fine a proprement parler, ¢’est-a-dire réduire la taille de
la région incluant le QTL au moyen de cycles successifs de recherche de recombinants et

phénotypage.

Cette étape de mendélisation est une étape cruciale : en effet, la détection primaire
d’un QTL, telle qu’effectuée dans les epiRIL, va résulter en des intervalles de confiance
statistiques de l'ordre du Mb. Cependant, ces intervalles ne sont en rien des intervalles
“physiques”, et de la méme fagon que le variant causatif n’est pas nécessairement situé
au pic du QTL (loin s’en faut), il peut aussi bien étre localisé au-dela des limites de 'in-
tervalle. Il va donc s’agir de mettre en place des populations de plantes dans lesquelles ne
ségregent que l'intervalle QTL & tester afin de confirmer la co-ségrégation du phénotype

et de I'épigénotype.

Parmi les 6 QTL affectant la longueur de la racine primaire et la date de floraison dé-
crits dans (Cortijo, Wardenaar, Colomé-Tatché, Gilly et al. 2014), je me suis concentrée
sur le QTL RLch4 (root length-chromosome 4, FIGURE 7.3). Bien que ce QTL présente
le plus faible effet, ce choix a été motivé par les deux raisons suivantes. D’une part, les
ressources disponibles au laboratoire ne permettent pas d’effectuer un phénotypage de la
date de floraison a grande échelle et de fagon répétée, ce qui restreint les possibilités aux
QTL de longueur de racine, un phénotype observable en 11 jours apres semis des graines
(contre environ un mois pour la date de floraison, comme illustré FIGURE 7.2 et aisément
réplicable. D’autre part, parmi les trois QTL affectant la longueur de la racine illustrés
FI1GURE 7.3, seul RLch4 est situé hors des régions péricentromériques. Dans ces régions,
'intensité de recombinaison est plus faible que dans les bras (Colomé-Tatché et al. 2012),
ce qui limite donc la possibilité d’obtenir des recombinants. De plus, seul un faible nombre
de DMR sont présentes dans cet intervalle, ce qui réduit d’autant la liste des épimutations

causales.
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F1GURE 7.3 — QTLepi pour la racine primaire. Les profils de LOD score pour les deux
mesures de racine primaire effectuées (RL1 et RL2) ainsi que les valeurs d’héritabilité et
effets des différents QTL détectés sont figurés en rouge et orange respectivement. Pour
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péricentromériques, la longueur de l'intervalle de support et le nombre de genes et de
DMR dans cet intervalle est donné sous le profil de LOD. Le QTL RLch4 est encadré en
violet. Modifié d’apres (Cortijo, Wardenaar, Colomé-Tatché, Gilly et al. 2014).
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Afin d’établir des populations ségrégeant exclusivement 'intervalle de support du QTL
RLch4, une approche rapide consiste en I’établissement d’"HIF (voir CHAPITRE 3). Dans
le cas des epiRIL, cette “épihétérozygotie” peut étre détectée sur la base d'une succes-
sion de sondes présentant des niveaux de méthylation intermédiaire (sondes I). Une telle
lignée n’ayant pas pu étre identifiée pour la région d’'intérét, j’ai entrepris de créer des
“épihétérozygotes” pour la région incluant I'intervalle de support du QTL RLch4 par croi-
sement entre un individu wt et des epiRILs sélectionnées selon les criteres suivants : état
dérivée de ddm1 pour la région RLch4, état dérivé de wt pour les intervalles de support
des autres QTL de longueur de racine (afin que leur co-ségrégation avec RLch4 ne fausse
pas les phénotypages), cohérence génotype-épigénotype (racine courte), faible contenu en
régions dérivées de ddm1 sur 'ensemble du génome (afin de réduire le nombre de régions

en ségrégation dans la descendance du croisement).

Parmi les différentes epiHIF établies, I'une d’entre elle a pu étre validée (FIGURE 7.4).
Depuis 'obtention de ce résultat, le matériel biologique correspondant a été détruit et il
sera donc nécessaire de re-créer cette ressource afin de poursuivre la cartographie fine de
cet intervalle. Cependant, cette validation est d’ores et déja un résultat important, puisque
j’ai pu isoler la région incluant le QTL et confirmer ses effets. Des approches complémen-
taires a la cartographie fine, et qui pourront s’y substituer partiellement pour identifier
le variant causal de ce QTL une fois qu'une HIF correspondante aura été réétablie, sont

proposées dans la discussion de ce chapitre.

142



7.2. Résultats

| Lignées exprimant la DNA déméthylase | Lignées exprimant les ARN guides |

Agrobacterium ,{/ Agrobacterium transformation of
transformation of WT '1./ WT plants with a set of gRNA
plants with dCas9-DME %g é? targeting DMR under scrutiny
@ wr &
» " |
3o ¥

x Croisement entre les T1 x

T1 selection exprimant la fusion dCas9
dCas9-DME/+ et les guides 9RNA seti/+
[-]
WT line smbl’y"ji_xpr;g;;:z Amplification/ production
as9- of stable lines
dCas9-DME/ dCas9-DME ’\*/ GRNA set1/

%? gRNA set1

dCas9-DME/ dCas9-DME;

gRNA set1/gRNA set 1 DNA methylation ?
dCas9-DME/ dCas9-DMIE; DNA methulation ? Phen -
gRNA setl/gRNA set 1 DNA methylation ? Phenotype :

FIGURE 7.5 — Stratégie expérimentale de déméthylation ciblée. Détails dans le texte.
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7.2.3 Vers une complémentation fonctionnelle des épialleles par
édition de I’épigénome

Comme présenté CHAPITRES 2 et 3, la démonstration de la causalité d'un épiallele
requiert sa complémention fonctionnelle, laquelle peut a présent s’effectuer au travers de
I’édition de I’épigénome.

Dans ce contexte, j’ai mis en place au laboratoire les outils de biologie moléculaire visant
a effectuer une modification ciblée de 'état de méthylation d’un locus candidat.
L’approche que nous avons choisie consiste a aller induire la déméthylation, plutét que
la reméthylation, du locus d’intérét. En effet, une telle approche nous permet de tra-
vailler dans un fond génétique sauvage -tandis que rechercher une reméthylation imposerai
d’étre dans un fond génétique déméthylé au moins au locus ciblé-, donc de s’affranchir
des contraintes associées a I’emploi de mutants de méthylation, et notamment dans le
cas du mutant ddm1 l'apparition d’altérations phénotypiques au fil des générations d’au-
tofécondation successives, ce qui s’avere rédhibitoire dans la mesure ou plusieurs cycles
d’autofécondation sont nécessaires pour valider un transgénique.

Plutét qu’utiliser un vecteur bifonctionnel, c’est-a-dire qui porte a la fois les ARN guides
et la protéine effectrice, nous avons choisi de développer un systeme a deux composantes,
illustré FIGURE 7.5. Cette approche a été privilégiée pour les raisons suivantes : i) elle
rend possible la sélection des “meilleures” lignées effectrices au regard du niveau d’expres-
sion du transgene, ii) elle permet de faire ségréger 'effecteur (la Cas9-déméthylase) des
guides et donc de tester la transmission de 1’état déméthylé en 1’absence de l'inducteur
et iii) une fois mise en place, elle constituera un systéme hautement versatile au sens ou
la déméthylation d’un locus donné pourra étre réalisée par simple croisement avec toute
plante portant le set de guides ciblant la région choisie.

Les deux composantes, effecteur et guides, sont décrites dans les paragraphes qui suivent.
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FIGURE 7.6 — Représentation schématique des différentes DNA déméthylases d’Arabidop-
sis. DMEANAIRDI, caractérisée dans (Mok et al. 2010), est la DNA déméthyase “mini-
male” employée ici. Les domaines A et B sont conservés parmi les paralogues de DME;,
ne présentent aucune homologie a une séquence protéique connue et sont nécessaires a
la fonction de DME. IRD : interdomain region, région sans structure définie reliant deux
domaines. Dans DMEANAIRDI1, IRD1 a été remplacé par un dodécapeptide synthétique
a fonction exclusive de linker. Extrait de (Brooks et al. 2015)

( 851 Beat Bpil Bpil )
pUG-ZBI-I scaffold = (T)Jn — pU6-26 — scaffold | (T)n

_t 1

guide I guide

e

gl scaf'fold scaffold RGIE g3  scaffold RGH

FiGURrE 7.7 — Multiplexage d’ARN guides au moyen d’un polycistron. Modifié d’apres
(K. Xie et al. 2015).
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Fusion dCas9 effectrice

Comme décrit CHAPITRE 2, 'utilisation du seul domaine catalytique de la protéine
effectrice d’intérét se révele étre plus efficace que la protéine entiére, probablement en
raison d’'un encombrement stérique moindre. Dans ce contexte, notre choix s’est porté
sur une protéine DME “minimale” précédemment caractérisée (Mok et al. 2010). Dans le
cadre d’une collaboration avec 1'équipe de Jin-Hoe Huh (Université de Séoul), nous avons
bénéficié d’une fusion dCas9-DMEANAIRDI, dont le domaine fonctionnel est illustré
FIGURE 7.6.

Dispositif d’expression des ARN guides

Concernant les guides, j’ai adapté au laboratoire une stratégie de multiplexage des
guides initialement mise en place chez le riz (K. Xie et al. 2015). Afin de maximiser
Iefficacité de ciblage par une activité enzymatique, il s’agit de réaliser un tilling du locus
d’intérét, a raison d’environ un guide par section de 100 pb (Thakore et al. 2015). Si dans
le cas de cellules en cultures il est possible de transfecter un grand nombre de guides, chez
Arabidopsis le moyen le plus facile d’obtenir des lignées transgéniques est de transformer
les plantes en plongeant les boutons floraux dans une solution d’Agrobactéries possédant
le vecteur portant le transgene d’intérét. En raison de la faible efficacité de transformation,
il est peu envisageable de co-transformer une plante a ’aide d’une solution équimolaire
contenant plusieurs vecteurs portant les transgenes d’intérét. Dans ce contexte, il est
nécessaire de trouver un moyen de mettre un maximum de guides sur un méme vecteur
de transformation stable. Ici, la stratégie de multiplexage employée (illustrée FIGURE 7.7)
combine les différents guides en un transcrit polycistronique tRNA-gRNA (PTG), dans
lequel chaque ARN guide est séparé du suivant par une séquence codant pour un ARN
de transfert. Cette méthode tire profit des RNAses P et Z endogenes, responsables du
clivage du pré-tRNA : ainsi, le transcrit primaire issu du polycistron va étre clivé au
niveau des pré-tRNA, ce qui libere les différents guides. Dans la mesure ou les guides sont
tous issus du méme transcrit, leur niveau d’expression est identique, d’oti une incertitude
de moins concernant 'efficacité de ciblage. Par ailleurs, il est a noter que les unités tRNA
présentent des séquences de reconnaissance de TFITA et TFIIB, deux co-facteurs de PolllI,
la polymérase responsable de I'expression des tRNA mais également des guides. Il avait
pu décrit dans la littérature que l'efficacité des promoteurs employés pour ’expression
des guides était variable d’'une séquence a l'autre; aussi, la présence des “boites” TFIIA
et TFIIB favorise la bonne expression de la construction, qui a été insérée au sein d’'un

vecteur de clonage de guides “classique”.
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Test de approche de déméthylation ciblée

A terme, cette stratégie vise a aller modifier I’état de méthylation quel que soit le
locus d’intérét. Pour I’heure, ’objectif est de tester cette stratégie en allant cibler le locus
FWA (introduit CHAPITRE 2). Ce locus présente deux intéréts : d’'une part FWA est
une cible native de DME dans I’albumen, et d’autre part le phénotype attendu (illustré
FIGURE 3.2) est facile a mettre en évidence. Par ailleurs, les différentes constructions ont
été introduites également dans un fond génétique nrpdia, qui est défectif pour le RADM
et dans lequel les répétitions en amont du locus ne sont plus ciblées par des siRNA. Il n’y
a alors pas de compétition entre la machinerie de déméthylation amenée a ce locus par la
construction d’une part, et le RADM d’autre part. Les expériences sont toujours en cours

et des résultats sont attendus prochainement.

7.2.4 Manuscrit associé

Ce manuscrit dont je suis deuxieme auteur résulte d’une collaboration avec Mélanie
Jubault, Benjamin Liégard et Maria Manzanares-Dauleux (INRA Rennes) et a récemment

été accepté a New Phytologist.
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Introduction

Clubroot caused by the protist Plasmodiophora brassicae is a
major disease of Brassicaceae including the three most economi-
B. napus,
B. oleracea (Dixon, 2009), and the model plant Arabidopsis
thaliana (Koch etal, 1991). Infection with P. brassicae leads to
tumorous club formation on roots resulting from cell hyper-
plasia and hypertrophy (Ingram & Tommerup, 1972). Crop-
ping practices and crop protection products have limited
success in controlling clubroot (Dixon, 2009). Currently, one

cally important Brassica species,

of the most effective ways to limit the impact of this disease is
to use resistant varieties (Diederichsen ezal, 2009). To date,
both qualitative and quantitative trait loci (QTL) for clubroot
resistance have been identified in different Brassicaceae species
(Manzanares-Dauleux ezal, 2000a; Rocherieux ezal, 2004;
Alix etal., 2007; Jubault efal, 2008; Piao etal, 2009; Lee
etral., 2016). Current approaches to generating resistant vari-
eties rely mainly on a few loci controlling qualitative resistance,
with the inevitable outcome of rapid adaptation of the
pathogen populations (Diederichsen ezal., 2009). In this con-
text, diversification and access to other sources of clubroot
resistance variability is becoming necessary.
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Summary

¢ Quantitative disease resistance, often influenced by environmental factors, is thought to be
the result of DNA sequence variants segregating at multiple loci. However, heritable differ-
ences in DNA methylation, so-called transgenerational epigenetic variants, also could con-
tribute to quantitative traits. Here, we tested this possibility using the well-characterized
quantitative resistance of Arabidopsis to clubroot, a Brassica major disease caused by
Plasmodiophora brassicae.

e For that, we used the epigenetic recombinant inbred lines (epiRIL) derived from the cross
ddm1-2 x Col-0, which show extensive epigenetic variation but limited DNA sequence varia-
tion. Quantitative loci under epigenetic control (QTL®”) mapping was carried out on 123
epiRIL infected with P. brassicae and using various disease-related traits.

e EpiRIL displayed a wide range of continuous phenotypic responses. Twenty QTL®" were
detected across the five chromosomes, with a bona fide epigenetic origin for 16 of them. The
effect of five QTL® was dependent on temperature conditions. Six QTL®"' co-localized with
previously identified clubroot resistance genes and QTL in Arabidopsis.

e Co-localization of clubroot resistance QTL®P" with previously detected DNA-based QTL
reveals a complex model in which a combination of allelic and epiallelic variations interacts
with the environment to lead to variation in clubroot quantitative resistance.

Numerous studies (Dowen ezal, 2012; Luna etal, 2012;
Zhang eral., 2013; Liu eral, 2015; Aoun etal, 2017; Zheng
etal., 2017) have reported that plant responses to abiotic (tem-
perature, drought) and biotic stresses could be associated with
B.rapa and  epigenetic variation in addition to nucleotidic variation. For
instance, Dowen etal. (2012) and Yu etal. (2013) have shown
that Arabidopsis mutants altered in the maintenance of DNA
methylation in the CG, CHG and CHH contexts, showed
strong resistance to Pseudomonas syringae pv rtomato strain
DC3000. The role of epigenetics in the expression of adaptive
plant traits thus suggests that epigenetic variability could be
used for generating stress-tolerant or resistant plants. Further-
more, the occurrence of natural DNA methylation variants
(epialleles) in plants (Becker eral, 2011; Schmitz eral., 2011)
and their implication in evolution (Weigel & Colot, 2012)
suggest that epialleles could be considered as a source of vari-
ability in plant breeding. In this ‘epigenetic breeding’ approach
(Gallusci ezal., 2017), two conditions are needed: transgenera-
tional inheritance of epialleles and a clear connection between
epigenotype and observed phenotype. Previous studies demon-
strated that epialleles could be stably transmitted across at least
eight generations (Johannes eral, 2009; Teixeira eral., 2009),
and that such heritable differences in DNA methylation could
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be associated with heritable phenotypic variation for several
complex traits (Johannes ezal, 2009; Reinders ezal, 2009).
However, linking heritable phenotypic variation to epigenetic
variation remains challenging because of the difficulty in teas-
ing apart its effects to that of DNA sequence variation in natu-
ral settings (Johannes eral, 2008; Quadrana & Colot, 2016).
This problem can, however, be greatly alleviated in Arabidopsis
by using experimental populations of so-called epigenetic
recombinant inbred lines (epiRIL), which show extensive epi-
genetic variation but limited DNA sequence variation (Johan-
nes etal., 2009; Reinders ezal, 2009). One such population
(Johannes ezal., 2009) was indeed used to build a genetic map
based solely on heritable differences in DNA methylation (dif-
ferentially methylated regions, DMR) (Colomé-Tatché etal.,
2012) and to identify epigenetic QTL (QTL®) for several
complex traits (Cortijo eral, 2014; Kooke eral, 2015; Aller
etal., 2018).

In the present study, we used this same epiRIL population
to determine the impact of heritable differences in DNA
methylation on the response of Arabidopsis to clubroot. We
first showed that ddmI mutants were less susceptible to club-
root than the wild-type Col-0 and that the assessed subset of
123 epiRIL displayed a wide range of continuous phenotypic
responses to clubroot. Twenty QTL® were detected across the
five chromosomes, with a bona fide epigenetic origin for 16 of
them. We have thus demonstrated that heritable differences in
DNA methylation also could contribute to quantitative resis-
tance to clubroot. Six QTL®' co-localized with previously
identified clubroot resistance genes and QTL in Arabidopsis,
revealing that quantitative resistance to clubroot in natural
accessions could be controlled by both nucleotidic and epige-
netic variations.

Materials and Methods

Plant material

Plant stocks Mutant plants altered in genes encoding chromatin
modifiers were ordered from the NASC. All plants were obtained
from T-DNA insertion in the Columbia (Col-0) genetic back-
ground and showed a homozygous insertion in the plant genome.
The mutant lines used were drm2-2 (SALK_150863), hda 15
(SALK_004027C), amxr5 (SALK_130607C), hacl (SALK_
082118C), srz2 (SALK_149295C) and ddmI (SALK_000590C).
T-DNA insertions and homozygosity were confirmed by PCR
using the set of appropriate primers designed with the T-DNA
Primer Design interface (http://signal.salk.edu/tdnaprimers.2.
html, Supporting Information Table S1). The epigenetic recombi-
nant inbred lines (epiRIL) population is that derived from a cross
between the Arabidopsis thaliana ecotype Col-0 and a Col-0 line
carrying the ddmi-2 mutant allele (Johannes ezal, 2009). Note
that the ddm1-2 allele was obtained by EMS mutagenesis, not T-
DNA transformation (Vongs ezal, 1993). EpiRIL population
seeds were obtained from the Versailles Arabidopsis Stock Center
(http://publiclines.versailles.inra.fr/) at the Institute Jean-Pierre
Bourgin.
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Clubroot pathogen

All clubroot tests were performed with the Plasmodiophora
brassicae eH isolate described by Fahling ez al. (2003). Isolate ¢H
belongs to the P1 pathotype according to the classification using
the differential host set of Some eral (1996). One millilitre of
resting spore suspension (10’ spores ml™h prepared according to
Manzanares-Dauleux ez al. (2000b) was used for pathogen inocu-
lation 10 d after germination (stage 1.04; Boyes ez al., 2001). The
inoculum was applied to the bottom of the stem base of each
seedling.

Growth conditions

The Arabidopsis accession Col-0 and the six mutant lines
(Col-0 background) were evaluated in a randomized complete
block design (with three blocks) against the eH P. brassicae iso-
late. For QTL®" detection, the 123 epiRIL that have been
epigenotyped previously (Colomé-Tatché eral., 2012), together
with the two parental lines, were phenotyped in four biological
replicates, split in two growth rooms, in a randomized com-
plete block design (with two blocks per replicate and six plants
per epigenotype per block). In growth room-2, four tempera-
ture sensors per block were placed at the height of plants. For
each pathological test, seed germination was synchronized by
placing seeds on wet blotting paper in Petri dishes for 2d at
4°C. Seeds were sown individually in pots (4 cm diameter)
containing a sterilized mix (by autoclaving) composed of 2/3
compost and 1/3 vermiculite. Per block, six plants per
genotype (T-DNA mutants, Col-0, ddmI-2 and epiRIL) were
grown in controlled conditions of 16h light (110 umol
m s ") at 21°C and 8 h dark at 18°C.

Phenotyping

Phenotyping was performed 3 wk after inoculation (21 d post-
inoculation (dpi)). Plants were thoroughly rinsed with water
and photographed. Infected roots were removed and frozen in
liquid nitrogen. For the epiRIL and their parents, four disease-
related traits were assessed: longest leaf length (Lfi), disease
index (DI), root biomass (Rbi) and pathogen DNA quantity
(Pb), whereas for mutants, only DI was evaluated. DI was cal-
culated according to Manzanares-Dauleux ezal. (2000b) and
pathogen DNA quantification was determined by quantitative
polymerase chain reaction (qPCR). These phenotypic traits
were chosen due to their relevance for the study of the quanti-
tative response to eH isolate on Arabidopsis (Jubault eral,
2008; Gravot etal., 2011; Lemarié etal., 2015a,b). The longest
leaf length (Lfni) and the root biomass (Rbni) were also mea-
sured at 28 d post sowing on noninfected plants cultivated in
growth room-2 in a randomized complete block design with
24 plants per (epi)genotype. Two new variables were then
obtained by calculating the difference between these ‘control’
values with those obtained on infected plants; these new

variables were termed ALf and ARb.
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Pathogen DNA quantification

Total genomic DNA (plant and pathogen) was extracted from
lyophilized infected roots with the NucleoSpin PlantIl kit
according to manufacturer’s instructions. After the evaluation of
DNA concentration by Nanodrop ND-1000, 5-10 ng of total
genomic DNA extract and specific primers were used to quantify
by qPCR pathogen the DNA quantity in each epiRIL and the
parental lines. The pathogen-specific primers designed on the
18S rRNA of P. brassicae used were PbF-K15 TTGGG
TAATTTGCGCGCCTG 3'; PbR-K1 5 CAGCGGCAGGTCA
TTCAACA 3'. qPCR reactions were carried out in a thermocy-
cler (LightCycler 480 IT Roche), with Syber green (LightCycler®
480 SYBR Green I Master). The qPCR conditions used were: 50
cycles of denaturation at 95°C for 15, annealing/extension at
63°C for 30s and 72°C for 30s. Absolute quantification of
pathogen DNA was carried out using a standard curve obtained
based on a series of known amounts of pathogen DNA. The aver-
age of the pathogen quantity present in each epiRIL (ratio of
pathogen DNA quantity to total DNA used for qPCR) was used
in further statistical analyses and QTL" detection.

Data analysis

Two generalized linear models (glm) were used to determine the
effects of epigenome, temperature and epigenome X temperature
interaction with R/GiM2 (Marschner, 2011) in R v.3.2.2 (R
Development Core Team, 2015). For each model, the family dis-
tribution option of the glm function was adapted according to
the data distribution. The first glm (glm1) described in Eqn 1
was used to estimate the epigenotype effect of each epiRIL across
biological replicates in each growth room:
Yie = u+ Gi + Ry + Bu(Ry) + et Eqn 1
where y, mean general effect; G, differential effect between
epigenotypes; Rj, differential effect between replicates; B, (R),
interaction between blocks and replicates; and ¢, residual vari-
ance. Based on this model, broad sense heritability was estimated
using the following equation:

2 o5
H=—"6G _ Eqn 1.1
2 9.
O-G+ (7)

(GZG, estimated epigenetic variance; 63, estimated environmen-
tal variance; and 7, number of replicates per line).

The second generalized linear model (glm2) described in Eqn 2
was used to estimate the epigenotype x temperature effect in
growth room-2 for each epiRIL across the biological replicates:

Yiu=p+ G+ 7}+R/e+Bl(R/e) + GTZ']--l- TRj/e

Eqn 2
+ TB(R) 34+ eju q

where g, mean general effec; G, differendal effect between
epigenotypes; 7}, differential temperature conditions; &y, differential
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effect between replicates; B; (R)), interaction between blocks and
replicates; G7; interaction between epigenotype and temperature
condition; 7Ry, interaction between replicate and temperature con-
dition; 7B(R)jy, interaction between block and temperature condi-
tion; and ¢ residual variance). Based on this model, broad sense

heritability was estimated using the following equation:
2
%G

0% + a5y + (%)

Ze
n

H? = Eqn 2.1

where 62, estimated epigenetic variance; 6%, estimated epige-
netic X temperature variance; 0’3, estimated environmental vari-
ance; and 7, number of replicates per line.

For all traits, least square means on each effect according to the
two models described above were estimated with the function
Ismeans of the R/LsMEANS package (Lenth, 2016) in R v.3.2.2 (R
Core Team, 2015). The LSMEANS function also was used to extract
the epigenotype effect (G) and the interaction epigeno-
type X temperature (G7T) of each trait according to the general-
ized model used. Differences in longest length leaf (ALf) and
root biomass (ARb) between infected and control plants were cal-
culated from G.

QTL®P' detection

The G and GT of each trait were treated with the package R/
QrL (Broman ezal, 2003) in R v.3.2.2 (R Development Core
Team, 2015). The package snow in R (Tierney eral, 2015)
allowing the use of processor cores as cluster was used to
reduce permutation calculation time. Simple Interval Mapping
(SIM) was first carried out to identify potential QTL® i with
the Haley—Knott (hk) method (Broman & Sen, 2009), using a
step size of 2cM and a window size of 10 cM. One thousand
permutations with the hk method were carried out in order to
determine SIM threshold levels for each condition and trait
analysed. The significance level of threshold was fixed at
o=0.05. In order to integrate the possibility of the presence of
multiple QTL® on the same chromosome, a manual multiple
QTL mapping (MQM) approach (Broman & Sen, 2009) was
used based on the results of SIM analysis. For this, the step-
wise function was used in order to select the QTL®' (forward
and backward system, option ‘additive.only=FALSE’) based
on the preliminary putative QTL® identified by SIM. For
each trait, a minimum of two potential QTL®" was used in
the stepwise function even if only one potential QTL® " was
detected in SIM. Logarithm of odds (LOD) thresholds were
calculated using 1000 permutations with the function scantwo
with a significance level of & =0.05. Once the QTL?®" selected,
the model was fitted (fitqtl function), in order to calculate the
LOD scores and the percentage of variation explained by each
and all QTL®" (R%). The confidence interval of each QTL®
was calculated with the lodint function with a LOD drop of
one parameter. The epiallele effect was evaluated with the
function effectplot. Putative interactions among the QTL®
incorporated in the model were tested with the function addint
according to Broman & Sen (2009).
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DNA sequence variation

Whole genome sequence data are available for the 123 epigeno-
typed epiRIL (Gilly eral, 2014). The joint identification of
small-scale variants (single-base substitutions and
indels <100 bp) was performed using GATK HaplotypeCaller
on the whole-genome sequencing data available for 122 epiRIL.
Raw variant calls were then filtered following GATK Best Prac-
tice suggestions and additional scripts. All variants were visually
inspected using IGV and a subset of the detected single
nucleotide polymorphism (SNP) was validated by PCR. For the
analysis of transposition events (TE), TE-Tracker (Gilly eral,
2014) was used to identify nonreference TE insertions in 102
epiRIL of sufficient genomic coverage. Raw calls were then fil-
tered using in-house scripts. All of the detected new TE insertions
were visually inspected using IGV and a fraction of them were
validated by PCR. Shared small-scale and TE insertion variants
are defined as present in at least 25% of the population. In order
to evaluate the impact of shared sequence variants on the herita-
ble variation observed in the epiRIL in response to clubroot, we
compared various QTL models as described by Kooke ezal
(2015). Three different models were tested: (1) using all QTL
peak epigenetic markers (MM); (2) using each shared DNA
sequence variant (SNP, indel, TE insertion) located in the confi-
dence interval instead of the epigenetic marker at the peak; and
(3) using both peak epigenetic markers and the shared DNA
sequence variants included in the confidence interval. QTL
detected using the three models were compared. If the DNA-
based markers had a more significant effect than the peak QTL
epigenetic markers, then the model fitted was considered to be
better or identical to the model with the peak epigenetic markers.

Results

ddm1 mutants have reduced susceptibility to P. brassicae

In order to determine if epigenetic variations could be associated
with variations in response to clubroot infection, we assessed the
response to infection of several Arabidopsis mutants affected in
genes encoding chromatin modifiers. Infection of Col-0 and six
T-DNA insertion mutants in genes encoding chromatin modi-
fiers (atxr5, ddml, drm2, hacl, hdcl5 and srt2) with the
P. brassicae eH isolate led to a range of phenotypic responses. A
statistically ~significant DI effecc (ANOVA: F=4.99, P-
value =0.005) (Table S2a) was identified 21 dpi suggesting that
epigenetics was involved in plant response to infection by
P. brassicae. A Dunnett’s post hoc test (Table S2) revealed a sig-
nificant difference between ddml and Col-0 (r=—4.437, P-
value = 0.003) for the DI trait, ddm1 showing reduced symptoms
compared to Col-0 (Fig. 1).

Heritable differences in DNA methylation are associated
with differential susceptibility to P. brassicae

EpiRIL response to P. brassicae is quantitative In order to
identify epialleles involved in clubroot response, QTL®
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detection was carried out on the subset of 123 lines of the epiRIL
population used previously in Colomé-Tatché ezal (2012). In
total, each genotype was assessed against P. brassicae isolate eH in
four biological replicates, split in two growth rooms, each biolog-
ical replicate being composed of two blocks. Distribution of the
four disease-related traits assessed on the 123 epiRIL showed con-
tinuous distribution suggesting polygenic control of these traits
(Fig. 2). However, significant differences were observed for all
traits between the biological replicates (Mann—Whitney U-test)
set up in the two growth rooms (DI: W=3685.5, P-value <2.2e-
16; LA: W=233530, P-value<2.2e-16; Pb: W =4826, P-
value <2.2e-16), suggesting an influence of the growth condi-
tions on the epiRIL response to clubroot (Table S3). Indeed,
higher levels of disease symptoms were observed on the Col-0
parent line (growth room-1: DI=53.25 =+ 2.36; growth room-2:
DI=90.75+9.64) and on the epiRIL population (growth
DI=51.17 £ 11.42; growth room-2: DI=86.27
=+ 10.74) growing in growth room-2 compared to growth room-

room-1:

1. Consequently, we decided to analyse data from the two growth
rooms independently. Analysis of biological replicates grown in
each growth room showed a significant epigenotype effect (glm1,
Eqn 1) for nearly all phenotypic traits measured (P-value ranged
from 0.02 to <2.2¢-16 in growth room-1, and from 0.35 to
<2.2¢-16 in growth room-2; Table S4). Broad-sense heritability
(H?) was estimated for each trait using Eqn 1.1 and ranged from
0.46 to 0.76 in the growth room-1 and from 0.44 to 0.65 in the
growth room-2 depending on the trait studied (Table 1).

QTL analysis of data obtained in growth room-1 Phenotypic
data measured on the two biological replicates set up in growth
room-1 were used in glm1l (Eqn 1) to extract the epigenotype
effect (G) with the Ismean function. The epigenotype effect G
identified for each trait was then used for the QTL" analysis. In
total, five QTL were detected (Fig. 3). Two QTL®" were iden-
tified for Pb on chromosomes 1 and 4 (Pb1°P-Atl, Pb1°P'-A4)
explaining 14.64% and 9.65% of the phenotypic variability,
respectively. Three QTLP' were detected for Lfi on chromo-
somes 1, 3 and 5 (LA1P-Acl, LA1P-Ac3, LA1P-A¢5) explaining
15.49%, 15.01% and 8.11% of phenotypic variation, respec-
tively (Table2). The variance explained by each ficted QTL
model was of 43.82% and 19.59% for Pb and Lfi, respectively.
Surprisingly, no QTL® was identified for DI despite a signifi-
cant effect of epigenotype on this trait. Confidence intervals of
the QTL® i detected ranged from 6.23 to 36 cM (Table 2). No
epistatic interaction was found between QTL®' for either trait.
For the three QTL" detected for Lfi (markers nearest of the peak
LOD score: MM52, MM427 and MM728), wild-type (WT)
epialleles were associated with an increase in the trait values. The
ddmI-derived epiallele was associated with an increase in
pathogen quantity at QTL® on chromosome 1 (peak marker:
MM123) whereas it was associated with a decrease in the Pb
value on chromosome 4 (peak marker MM550) (Fig. S1;
Table 2).

QTL analysis of data from growth room-2 As above, pheno-
typic data measured on the two biological replicates in growth
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room-2 were used in glm1 to extract the epigenotype effect with
the Ismean function. Once again, the epigenotype effect G identi-
fied for each trait was then used for the QTLepi analysis. In total,
seven QTL were detected (Fig. 3). One QTL*" was detected
on chromosome 4 for Pb (Pb2°P"-At4) and two QTL" on chro-
mosomes 1 and 3 were detected for Lfi (LA2PL-Acl, LA2P-A¢3).
QTL mapping also revealed four QTLepi controlling Rbi, which
was measured only in this growth room: one on chromosome 1,
two on chromosome 2 and one on chromosome 4 (Rbi?-Atl,
RbiP'-At2a, RbiP-At2b, RbiP“At4). Again, no QTLP' was
identified for DI despite a significant effect of the epigenotype.
The variance explained by each fitted QTL model was of 10.86-
%, 26.16% and 44.59% for Pb, Lfi and Rbi, respectively. The
QTL*" identified for Pb on chromosome 4 explained 10.86% of
the variability. The two QTL®' detected on chromosomes 1 and
3 for Lfi explained (respectively) 15.65% and 12.06% of the phe-
notypic variation (Table 2). Confidence intervals of the detected
QTL® ranged from 7.62 to 54.33 cM (Table 2). No epistatic
interaction was found between QTL for Lfi and Rbi traits. The
additive allele effect of the two QTL®" detected for LA (peak
markers: MM91 and MM515) and of three of the four QTL!
detected for Rbi (peak markers: MM147, MM383, MM686)
was in the same direction: WT-derived epialleles were associated
with an increase in trait value. For the Pb QTL (peak marker:
MMG693) and one of the four QTLePi of Rbi (peak marker:
MM385), the ddmi-derived epiallele was associated with a
decrease in trait value (Fig. S1; Table 2).
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Fig.1 Clubroot symptoms shown by Col-0
wild-type and the ddm7 mutant (Col-0
background). Arabidopsis Col-0 and mutants
were inoculated 10 d after germination and
phenotyped 3 wk post-inoculation. (a) Col-0
ecotype; (b) ddm7 mutant. The ddm1
mutant showed a significant decrease in
disease symptoms (Dunett's test, P<0.02)
compared to Col-0. Plant individuals are
representative of standard observations
made in our experimental conditions. Bars,
1cm.

For LA, QTL®" detected on chromosomes 1 and 3 in growth
room-1 (LA1%-Atl, LAI®-At3) co-localized with the QTLeloi
detected on chromosomes 1 and 3 in growth room-2 (LA2°PL
Atl, LA2°P-At3). The QTL® on chromosome 5 was detected
only in growth room-1. The Pb QTL®" detected in the two
growth rooms were different. These results indicated that the
QTL detection was possibly dependent on the growth room con-
ditions (Fig. 3; Table 2).

As ddml mutants displayed smaller roots and leaf lengths
than WT in control conditions (i.e. noninoculated; Kakutani
eral., 1996; Cortijo eral, 2014; Table S3), a similar experi-
ment was carried out also in growth room-2 without clubroot
infection to determine the impact of developmental alteration
due to the mutation on clubroot symptoms. The Lfni and
Rbni data assessed on the 123 epiRIL in control condition
showed continuous distribution, suggesting polygenic control
of these traits (Fig.2). Data analysis showed a significant
epigenotype effect (glml) on both phenotypic traits (Lfni:
¥*=15771.8, P-value<2.2e-16; Rbni: ¥*=33.09, P-
value =3.48¢-10). In total, five QTL®" were detected (Fig. 3):
three QTL®' were identified for Lfni on chromosomes 1, 3
and 5 (Lfi®-Acl, Lfni®-At3 and Lfni®""-At5) explaining
19.66%, 12.93% and 10.49% of the phenotypic variability,
respectively. Two QTL® were detected for Rbni on chromo-
somes 1 and 4 (Rbni”-Atl, Rbni"-At4) explaining 10.44%
and 11.51% of phenotypic variation, respectively (Table 2).
The additive allele effect of all the QTL® detected for Lfni
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Fig. 2 Distribution of phenotypic data measured in the two growth rooms used for pathological tests. For each trait studied, data are coloured to show in
which growth chamber the Arabidopsis plants were grown. Vertical coloured dashed lines indicate means of traits in each growth room. Data distribution is
shown for leaf length (a), pathogen DNA quantity (b), disease index (c) and root biomass (d) in infected condition, and for leaf length (e) and root biomass
(f) in noninfected condition. GR1 corresponds to growth room-1. GR2 corresponds to growth room-2.

(peak markers: MM126, MM515 and MM713) and Rbni
(peak markers: MM126 and MMG691) was in the same direc-
tion: WT-derived epialleles were associated with an increase in
trait value (Fig. S1). Three QTL® i were detected with ALf on
chromosomes 1, 3 and 5 (ALfP-Atl, ALfP-At3 and ALfP-
At5) explaining 10.44%, 10.11% and 8.38% of the pheno-
typic variability, respectively (Fig. 3). No QTL®" was identified
for ARb. The additive allele effect of all the QTL" detected
for ALf (peak markers: MM10, MM515 and MM854) was
also in the same direction but in this case the ddmi-2 epialle-
les were associated with the decrease of the value (Fig. S1).

Temperature affects the plant response to P. brassicae in
the epiRIL population

In order to explain the differences observed between the two
growth rooms, we paid specific attention to the temperature con-
ditions, as this parameter was shown to be critical for the devel-
opment of clubroot disease (Siemens ¢t al., 2002; Sharma et al.,
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2011). Although similar values of global mean temperature were
noted in both growth rooms (growth room-1=19.95°C,
growth room-2=20.06°C), significant differences (F=2.67, P-
value=0.002) in global temperature variances were registered
between the two rooms (Fig. S2a). We then analysed mean and
variance temperature values for each photoperiod (day and
night). Day and night mean temperatures were similar in both
chambers (growth room-1: day temperature =20.98°C, night
temperature = 17.83°C;  growth day  tempera-
ture =20.85°C, night temperature=18.51°C) and were very
close to the required values (day temperature =21°C, night tem-
perature = 18°C). Conversely, the temperature variance in the
two growth rooms and for both periods was significantly different
(Fisher permutation test; day period: £=9.05, P-value =0.002;
night period: F=3.67, P-value=0.002). The temperature range
in growth room-1 was 10.83°C for the day period and 4.98°C
for the night period; the temperature range in growth room-2
was 3.51°C for the day period and 1.88°C for the night period
(Fig. S2b,c).

room-2:
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Effect of temperature variation on plant response to club-
root Based on these observations, a more detailed analysis was
carried out in growth room-2 to evaluate the impact of the tem-
perature variability on epiRIL response to clubroot. For this, we
used data from temperature sensors placed at the height of the
plants in growth room-2. Significant differences (Kruskal-Wallis
test) in the median temperatures were observed (y?=4115.3,
df =15, P-value <2.2e-16) according to the location of the sen-
sors. Pairwise analysis (Dunnett’s test) of the differences between
temperatures measured by the sensors showed significant temper-
ature variations at several positions in the growth room

Table 1 Heritability estimates for each trait in the Arabidopsis epigenetic
recombinant inbred lines population.

Trait  Heritability model ~ H? Growth room-1  H? Growth room-2
DI glm1 055 0.50
Pb glm1 0.46 0.44
Lfi glm1 0.76 0.65
Rbi glm1 NA 0.62
DI glm2 NA 0.50
Pb glm2 NA 0.50
Lfi glm?2 NA 0.67
Rbi glm2 NA 0.50

H? is the broad sense heritability calculated with the formula 1:

H? = 6% /0% + (c2/n)] and 2: H? = 62 /[6% + 027 + (¢2/n)] including the
variance of the temperature x epigenotype interaction. 2, the estimated
epigenetic variance; 62, the estimated temperature x epigenetic interac-
tion variance; ag, the estimated environmental variance; n, the number of
replicates per line. DI, disease index; Pb, pathogen DNA quantity; Lfi, leaf
length in infected condition; Rbi, root biomass in infected condition. NA,
not available.
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(Table S5) and a temperature gradient from 21.4 to 24.1°C
(Table S6).

A significant temperature effect (glm2) was shown for two of
the phenotypic traits measured (P-value ranged from 0.54 to
<2.2¢-16; Table S4). Moreover, a significant interaction between
temperature and epigenotype effects (GT interaction) on the phe-
notypic traits measured was identified for nearly all traits (P-value
ranged from 0.44 to <2.2e-16; Table S4). Heritability (H?) in
the case of temperature and epigenotype interaction was esti-
mated for each trait using the formula (2.1). Heritability ranged
from 0.50 to 0.67 according to the dataset used (Table 1).

Detection of epigenotype X temperature QTL®" In order to
determine whether temperature variation could influence plant
response to clubroot in the epiRIL population, we associated each
epiRIL with the mean temperature data measured with the tem-
perature sensor placed in the block where the epiRIL was grown.
These data were used in glm2 (Eqn 2) to extract the GT interac-
tion using the Ismean function. The GT interaction values identi-
fied for each trait were then used for the QTL®" analysis. Two
QTL¥'GT (epigenotype x temperature QTL®") were detected
on the chromosomes 1 and 3 for Lfi (LA*'GT-Acl, LAP'GT-
At3), and one QTL®'GT on chromosome 3 was detected for Rbi
(Rbi®®'GT-At3). No (QTLepi was detected for Pb at a 5% signifi-
cance level using the SIM by stepwise approach but two QTL®!
were detected on the chromosome4 using a 10% significance
level (PbPiGT-At4a, PbP'GT-At4b). Again, no QTL* could be
detected for DI (Fig. 3). The variance explained by the fitted
QTL model was 19.34% for Lfi, 9.06% for Rbi and 15.89% for
Pb. The QTL® found for Lfi on chromosomes 1 and 3
explained 10.67% and 7.81% of the variability. The QTL®!
found for Rbi explained 9.06% of phenotypic variation. The two
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Fig. 3 Epigenetic quantitative trait loci (QTL) identified in the epigenetic recombinant inbred lines (epiRIL) population in response to Plasmodiophora
brassicae infection. Numbers above chromosomes indicate Arabidopsis chromosomes. MM indicates markers. For each marker, position in cM is indicated.
The vertical bar length is equal to the one- logarithm of odds (LOD) likelihood confidence interval. The dash in the bar indicates the peak position. QTL

name indicates the trait associated and chromosomal localization.
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Table2 Summary of epigenetic quantitative trait loci (QTL®P) detected in the Arabidopsis epigenetic recombinant inbred lines (epiRIL) population by
multiple QTL mapping (MQM).

Closest peak  Confidence R? for all Favourable
Trait Condition Test location QTL Chr  Pos Lod marker interval (cM) R%(%) QTL by trait  allele
G-Rbi Infected Growth room-2  Rbi®P-At1 1 56.00 3.04 MM147 8.00 62.33 6.67  44.59 WT
Growth room-2  Rbi®P-At2a 2 32.00 7.48 MM383 28.00 3562 179 WT
Growth room-2  Rbi¢P-At2b 2 40.00 6.18 MM385 36.00 46.00 14.42 ddm1-2
Growth room-2  Rbi®P-At4 4 28.00 4.79 MMe686 22.02 36.00 10.88 WT
G-Lfi Infected Growth room-1  Lfi1°P-At1 1 33.60 651 MM52 20.00 44.00 15.50 43.82 WT
Growth room-1  Lfi1P-At3 3 46.10 6.32 MM427 4436 5059 15.01 WT
Growth room-1  Lfi1¢P-At5 5 37.80 3.60 MM728 16.00 52.00 8.11 WT
Growth room-2  Lfi2®P-At1 1 37.05 514 MM9I1 18.00 56.00 15.65 26.16 WT
Growth room-2  Lfi2®P-At3 3 4945 4.04 MM515 4437 52.00 12.06 WT
G-Pb Infected Growth room-1  Pb1¢PL-At1 1 42.00 436 MM123 20.00 4593 14.64 19.59 WT
Growth room-1  Pb1¢P-At4 4 0.00 295 MM550 0.00 8.00 9.65 ddm1-2
Growth room-2  Pb2°PL-At4 4 4299 3.05 MM693 32.00 50.00 10.86 10.86 ddm1-2
GT-Lfi Infected Growth room-2  Lfi*P'GT-At1 1 52.00 3.32 MM128 33.07 61.20 10.67 19.34 WT
Growth room-2  Lfi*P'GT-At3 3 49.45 247 MM547 6.00 82.00 7.81 WT
GT-Rbi  Infected Growth room-2  Rbi*PIGT-At3 3 46.65 252 MM432 40.00 50.59 9.06 9.06 WT
GT-Pb Infected Growth room-2  Pb*PIGT-At4a 4 22.00 2.38 MM679 1.73  30.00 8.04 15.89 ddm1-2
Growth room-2  PbSP'GT-Atdb 4 36.00 4.50 MM689 22.02 42.00 15.88 ddm1-2
G-Lfni Noninfected ~Growth room-2  LfnicP-At1 1 4480 8.32 MM126 4115 61.20 19.66 46.20 WT
Growth room-2  Lfni®P-At3 3 4946 5.75 MM515 48.32 52.00 1293 WT
Growth room-2  Lfni®P-At5 5 20.00 4.76 MM713 12.73 31.00 10.49 WT
G-Rbni  Noninfected ~ Growth room-2  Rbni®P-At1 1 4480 339 MM126 18.00 56.00 1044 2293 WT
Growth room-2  Rbni®P-At4 4 4243 372 MM691 34.00 50.00 11.51 WT
G-ALf Noninfected ~Growth room-2  ALf®P-At1 1 20.00 3.79 MM10 16.45 52.00 10.44 31.55 ddm1-2
— Infected Growth room-2  ALf®P-At3 3 4946 3.68 MM515 30.00 62.00 10.11 ddm1-2
Growth room-2  ALfeP-At5 5 47.36 3.08 MM854 37.80 54.00 8.38 ddm1-2

Confidence intervals are in cM. Peak positions are indicated in cM and with the marker nearest to the logarithm of odds (LOD) score peak. R?, phenotypic
variation explained by the QTL®P'. Chr, chromosome. For Lfi and Rbi, favourable alleles are associated with an increase in the value. For Pb, favourable
alleles are associated with a decrease in the value. G-Rbi, G-Lfi and G-Pb represent epigenetic QTL for each trait in infected condition. G-Lfni and G-Rbni
represent epigenetic QTL for each trait in control condition. G-ALf represents epigenetic QTL obtained by difference between leaf length in infected
condition and leaf length in control condition. GT-Rbi, GT-Lfi and GT-Pb represent epigenetic x temperature QTL for each trait. WT, wild-type; ddm1-2,
mutant allele.DI, disease index; Pb, pathogen DNA quantity; Lfi, leaf length in infected condition; Rbi, root biomass in infected condition; Lfni and Rbni,
respectively, leaf length and root biomass in control (noninfected) condition; ALf, change in leaf length.

QTL®" found for Pb on chromosome 4 explained 8.04% and
15.88% of the variation (Table 2). Confidence intervals of the
detected QTL®" ranged from 10.59 to 76 cM (Table 2). No

Impact of DNA sequence variation within QTL®P
confidence intervals

epistatic interaction was found between QTL® for Lfi and Pb
traits. For all QTL®' detected, the WT epialleles were associated
with an increase in the values (Fig. S1; Table 2). Comparison of
the QTL" and QTL'GT (taking into account the interaction
with temperature) showed that all QTL®'GT co-localized totally
or partially with QTL®" detected in at least one growth room
(Fig. 3). Indeed, the comparison of the confidence intervals of
QTL®" detected using the leaf length trait showed that the
QTL® LA1P-Acl and LA2-Atl overlapped with the
QTLP'GT LAP'GT-Atl. Likewise, LA1®-Ac3 and LA2°P-Ac3
confidence intervals co-localized with the confidence interval of
LAP'GT-At3 (Fig. 3; Table 2). For the QTL" detected using the
quantification of the pathogen DNA (Pb) two overlaps were
identified on chromosome 4, one between Pb1®*-At4 and
PbP'GT-At4a in the region extending from the short arm to the
pericentromeric  region and another between Pb2Pi_A4,
PbP'GT-At4a and Pb'GT-At4b on the long arm of chromo-
some 4 (Fig. 3; Table 2).

© 2018 INRA
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Although the epiRIL population was designed to minimize as
much as possible DNA sequence variation, the presence of a small
number of segregating nucleotidic variants cannot be avoided,
notably as a result of the known effect of loss of DNA methylation
on TE activity. In order to investigate the potential contribution of
parental DNA sequence variants to the differential susceptibility to
P. brassicae associated with the 20 QTL®, we identified using
whole genome sequencing data all sequence variants shared by
more 25% of the epiRIL. In total, 63 small-scale and 11 TE inser-
tion variants were located within the 20 QTL®', respectively.
Eleven shared insertions of TE were detected in the QTL® confi-
dence intervals, with 18 QTL showing at least one insertion and
two QTLP' showing no insertion. All QTL?" detected included at
least one small-scale sequence polymorphism in their confidence
interval (Dataset S1).

Effects of the shared TEs and sequence variants were tested as
described in Kooke ez al. (2015). For 16 of 20 QTLepi, the effect
of the epigenetic marker at the QTL peak was more significant
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than the effect of the TE or the small-scale sequence variant
(Dataset S2). However, for LAP'GT-Acl, LA GT-A3, LA1PL
At5 and ALFP_At3, the significant effect observed for a SNP or a
TE was greater than for the epigenetic marker at the QTL peak
(Dataset S2). In this case, we considered that these four QTL®
were actually caused by DNA sequence variants. However, a link-
age disequilibrium between the significant genetic markers and a
causal epiallele could also be possible.

Discussion

The aim of the present study was to investigate the role of epige-
netic modifications in the Arabidopsis response to Plasmodiophora
brassicae. To determine whether epigenetic regulation does play a
role in clubroot quantitative resistance, a reverse genetics approach,
using six T-DNA insertional mutants (Col-0 background) in genes
involved in epigenetic pathways, was first carried out. For the six
mutants tested, the disease index (DI) was only significanty
reduced in the ddm ] mutant compared to Col-0. This finding sug-
gests that ddmI confers decreased susceptibility of Arabidopsis to
P. brassicae. This observation is in agreement with previous results
obtained by Kellenberger ezal. (2016) and Sharma ezal. (2017) in
the Brassica genus, which linked plant responses to biotic and abi-
otic stress to epigenetic regulations. Moreover, the involvement of
ddml in the Arabidopsis—P. brassicae interaction further supports
the hypothesis that DNA methylation plays a role in plant
pathogen infections (Dowen eral, 2012; Lopez Sanchez eral.,
2016; Hewezi eral., 2017). To decipher the epigenetic architecture
of the clubroot resistance in Arabidopsis, we then carried out a epi-
genetic QTL (QTLY) detection experiment using the epigenetic
recombinant inbred lines (epiRIL) population. Four disease-
related traits (DI, pathogen DNA quantity (Pb), leaf length (Lf1)
and root biomass (Rbi)), mostly used previously in Arabidopsis
(Jubault ez al,, 2008; Gravot ez al., 2011) to evaluate plant response
to clubroot, were monitored. These traits were chosen in order to
characterize disease development (disease index and pathogen
DNA quantity) and the consequences of P. brassicae infection on
plant development (Rbi and Lfi).

Epigenetic QTL control Arabidopsis clubroot resistance

From our experiments using four biological replicates, we have
shown a significant epigenetic effect on the response to
P. brassicae infection. Thus, heritable plant responses induced by
DNA methylation appear to be involved in the plant response to
P. brassicae. The moderate to high heritability values (from 0.33
to 0.76) observed were similar to those described in control and
abiotic stress conditions for this population (Johannes etal,
2009; Colomé-Tatché eral, 2012; Kooke etal, 2015). More-
over, these heritability values also were similar to those described
by Jubault eral (2008) on a RIL population infected with
P. brassicae. The moderate heritability levels calculated for the
traits mean that this epigenetic variability could be considered
for use in breeding. As the plant response to P. brassicae varied
depending on the growth room used, we carried out the QTL!
detection experiments using data from each growth room. In
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total, sixteen additive QTL®" grouped in six genomic regions
were identified distributed throughout four A. thaliana chromo-
somes. Among the 16 QTL®¥, five QTL® were involved in
pathogen multiplication (Pb) and 11 were involved in plant (fo-
liar and root) development in response to P. brassicae infection.
The identification of three QTL®' for differences in longest
length leaf (ALf) highlighted the modulation by P. brassicae
infection of the foliar development variation already present in
the epiRIL population (illustrated in Fig. S3). Clubroot resis-
tance response is therefore composed of factors reducing the
impact of the clubroot infection on foliar development as well as
factors reducing pathogen development. For four of the 20
QTL* initially detected (LA®'GT-Acl, LEP'GT-At3, LAP-At5
and ALfPLA3), analysis of shared transposition events (TE) and
sequence variants included in their confidence intervals showed
that the effect of DNA-based markers was greater than the effect
of epigenetic markers, suggesting that these QTL are not bona
fide epigenetic. Among the four phenotypic traits evaluated, no
QTL®" was detected for DI despite a significant epigenotype
effect in the two growth rooms (P=1.57¢-06 and 1.65¢-04 for
growth room-1 and -2, respectively). Results of the reverse genet-
ics approach showed that ddmI was less susceptible to P. brassicae
compared to Col-0 suggesting that ddml epialleles confer a
reduction in symptoms. In this context, the absence of QTL®!
detected for the DI trait may be explained by a sampling effect,
because only a subset (123 of 505 lines) of the epiRIL population
was phenotyped in this study, and/or a low proportion of ddmI
epi-haplotypes in the population subset (27%), which may have
been insufficient to detect small QTL effects (Holland, 2007).
Most of the QTL®" detected in this study co-localized with the
pericentromeric regions. This may be explained by a more stable
loss of methylation in those regions due to the loss of methyla-
tion maintenance on repeats and TE in ddml (Kooke eral.,
2015). Concerning the effect of the epialleles, the majority of the
wild-type (WT) epialleles were associated with an increase in the
morphological trait values (length of leaves and root biomass).
However, the ddmi-derived epiallele led to a decrease in the
amount of pathogen DNA for two of the three QTL®" detected
on chromosomes 1 and 4. This finding highlighted the positive
effect of this epiallele on plant resistance, in agreement with the
results obtained in the mutant test of this study and by Dowen
etal. (2012) who showed a modest increase in ddm1 resistance to
P. syringae.

Stability and pleiotropy of clubroot epigenetic QTL

Several QTL detected were stable across growth rooms. Indeed,
despite the temperature variations between the two growth rooms,
two overlapping leaf length QTL®" (growth room-1: LA1P-Atl
and LA1PLA3; growth room-2: L2 _Atl and LA2PLAE3) were
detected in each growth room. Furthermore, for Pb, the QTL® i
Pb1P-At4, detected in the growth room-1 overlapped with the
QTL® ! PbPIGT-Atda detected in the growth room-2 (Fig. 3;
Table2). The co-localization on chromosome 1 of four QTL®
controlling three different traits (Lfi, Pb and Rbi) and on chromo-
some 4 of three QTL controlling two traits (Pb and Rbi) may
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suggest the presence of pleiotropic QTL®' (Fig. 3; Table 2). How-
ever, analysis of the correlation (Spearman rho correlation) between
traits showed only a moderate correlation (p=0.52, P<2.2e-16)
between Lfi and Rbi. Fine mapping is necessary to overcome the
bias imposed by the large size of the QTL®' confidence intervals
and make further conclusions on the possibility of a pleiotropic
gene or an effect due to linked genes.

Temperature modulates Arabidopsis clubroot responses

Taking into consideration the temperature variations in growth
room-2, we tested the hypothesis that temperature plays a poten-
tial role in epiRIL and Col-0 clubroot symptom variations. These
observations are in agreement with the variations in clubroot sever-
ity observed on Brassica rapa subsp. chinensis and B. napus accord-
ing to the temperature used for growing the plants (Sharma ez al,
2011; Gossen etal, 2014). Siemens etal (2002) had already
evoked a possible link between temperature, clubroot response and
epigenetics when studying the Arabidopsis mutant 8 (mutant in
the LIKE HETEROCHROMATIN PROTEIN 1 LHPI) which
presented different levels of response to clubroot depending on the
temperature conditions. Similar environmental effects on the
modulation of QTL controlling clubroot response also have been
shown with nitrogen supply variations in B. napus (Laperche et al.,
2017; Aigu eral., 2018) and with flooding in Arabidopsis (Gravot
eral, 2016). Here, our analyses suggested that the temperature
effect was partly triggered by the interaction with the plant
epigenome for the traits Rbi and Pb. The identification of temper-
ature-dependent QTL?' controlling pathogen quantity (PbP'GT-
At4a and PbP'GT-At4b) suggests the presence of QTLP" involved
in the control of the pathogen development under temperature
dependence. Similar observation concerning the detection of QTL
temperature dependance was carried out by Aoun eral (2017)
using the model Arabidopsis—Ralstonia solanacearum. In their
study, Aoun et al. (2017) showed that an increase of the tempera-
ture of 3°C during the interaction between Arabidopsis and
R. solanacearum led to an increase of the sensitivity of most acces-
sions and the loss of detection of one major QTL associated with
the resistance. The influence of the temperature on the epiRIL
response to P. brassicae could be explained by the increase of the
environmental sensitivity triggered by the DNA hypomethylation
suggested by Kooke ezal. (2015).

Clubroot resistance, a sophisticated system of regulation
involving genetics and epigenetics

Interestingly, the comparison of the clubroot genetic QTL identi-
fied previously (Jubault ez /., 2008) in Arabidopsis and the club-
root epigenetic QTL identified in this study highlighted
overlapping of some confidence intervals. Indeed, the confidence
intervals of six QTL®" (Rbi**"Atl, ALfP- Atland Pb1°P-Acl,
LAIP-Atl, LA2P-Acl, ALfP-Acl) overlapped with two QTL
(Pb-Atl and Pb-At4) found in the Bur-0 x Col-0 RIL popula-
tion by linkage analysis (Jubault ez /., 2008) and the major gene
RPBI described by Arbeiter ez al. (2002), respectively. These co-
localizations suggest that quantitative resistance to clubroot is
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modulated by a system involving both nucleotidic and epigenetic
variations. These results illustrate the fact that in classical popula-
tions used for QTL detection, dissociation between causal genetic
and epigenetic variations, both in linkage disequilibrium with
markers, is nearly impossible (Schmitz ezal., 2013a,b). In addi-
tion, our findings are consistent with the suggestion that during
plant—pathogen interactions, plant transgenerational changes in
genome structure and in DNA methylation patterns are possible
(Boyko & Kovalchuk, 2011). The identification of two QTL
(Rbi*-At2 and Pb1%*-At4) that did not show any overlap with
previously reported QTL for these traits suggests that at these loci
only epigenetic variation may be responsible for plant response
variation. However, an absence of co-localization could also be
due to the absence of nucleotidic and/or epigenetic variations at
these loci in the previously studied populations but does not
exclude their existence in other genotypes.

This first study on the role of epialleles in the Arabidopsis—
P. brassicae interaction brings to light the possibility of a complex
model of quantitative resistance where alleles and epialleles act in
concert. Furthermore, our study has shown that the temperature
variations could influence epiRIL response to P. brassicae. In
order to confirm whether epialleles are involved in plant response
to clubroot infection, the QTL" confidence intervals must be
reduced to find causal epialleles, notably through a fine-mapping
approach. The assessment of epiRIL in pathological tests in con-
trasting controlled temperature conditions is also needed to vali-
date the possible role of temperature in modulating the
epigenetic plant response to clubroot infection.

Acknowledgements

We acknowledge our IGEPP Colleagues for their technical support
and the Biological Resource Centers BrACySol and Versailles
Arabidopsis Stock Center for providing Brassica and epiRIL seeds,
respectively. This research was supported by AGROCAMPUS
OUEST, INRA and Université de Rennes. Benjamin Liégard was
a PhD student co-funded by INRA BAP department and Brittany
Region.

Author contributions

BL, EJ, AE, MJ, AG, JL and CL carried out the experiments and
collected the data; BL, JL and CL carried out the molecular biol-
ogy work; BL and VB carried out the genetic analyses; BL and
AE carried out the bioinformatics analyses; VB, ME and VC pro-
vided DNA sequence information about the epiRIL used in this
study; BL, VB, MJM-D and M] wrote the article, assisted by AG
and VC for manuscript editing; and BL, MJM-D and M]
designed and coordinated the study.

ORCID

Victoire Baillet
Vincent Colot
Antoine Gravot
Mélanie Jubault
Benjamin Liégard

htep://orcid.org/0000-0002-1081-2921
http://orcid.org/0000-0002-6382-1610
htep://orcid.org/0000-0001-9125-1494
hetp://orcid.org/0000-0001-9925-8578
http://orcid.org/0000-0001-8986-761X

New Phytologist (2019) 222: 468—479
www.newphytologist.com



478 Research

Maria J. Manzanares-Dauleux

6452-0393

htep://orcid.org/0000-0002-

References

Aigu Y, Laperche A, Mendes ], Lariagon C, Guichard S, Gravot A, Manzanares-
Dauleux MJ. 2018. Nitrogen supply exerts a major/minor switch between two
QTLs controlling Plasmodiophora brassicae spore content in rapeseed. Plant
Pathology 67: 1574-1581.

Alix K, Lariagon C, Delourme R, Manzanares-Dauleux MJ. 2007. Exploiting
natural genetic diversity and mutant resources of Arabidopsis thaliana to study
the A. thaliana—Plasmodiophora brassicae interaction. Plant Breed 126: 218—
221.

Aller EST, Jagd LM, Kliebenstein DJ, Burow M. 2018. Comparison of the
relative potential for epigenetic and genetic variation to contribute to trait
stability. G3 8: 1733-1746.

Aoun N, Tauleigne L, Lonjon F, Deslandes L, Vailleau F, Roux F, Berthomé R.
2017. Quantitative disease resistance under elevated temperature: genetic basis
of new resistance mechanisms to Ralstonia solanacearum. Frontiers in Plant
Science 8: 1387.

Arbeiter A, Fahling M, Graf H, Sacristin MD, Siemens J. 2002. Resistance of
Arabidopsis thaliana to the obligate biotrophic parasite Plasmodiophora
brassicae. Plant Protection Science - Prague 38: 519-522.

Becker C, Hagmann J, Miiller J, Koenig D, Stegle O, Borgwardt K, Weigel D.
2011. Spontaneous epigenetic variation in the Arabidopsis thaliana methylome.
Nature 480: 245-249.

Boyes DC, Zayed AM, Ascenzi R, McCaskill AJ, Hoffman NE, Davis KR, Gorlach
J.2001. Growth stage-based phenotypic analysis of Arabidopsis: a model for high
throughput functional genomics in plants. Plant Cell13: 1499-1510.

Boyko A, Kovalchuk I. 2011. Genetic and epigenetic effects of plant—pathogen
interactions: an evolutionary perspective. Molecular Plant 4: 1014-1023.

Broman KW, Sen $. 2009. Fit and exploration of multiple-QTL models. In: A
guide 10 QTL mapping with Rlgdl. Statistics for biology and health. New York,
NY, USA: Springer, 241-282.

Broman KW, Wu H, Sen S, Churchill GA. 2003. R/ qtl: QTL mapping in
experimental crosses. Bioinformatics 19: 889-890.

Colomé-Tatché M, Cortijo S, Wardenaar R, Morgado L, Lahouze B, Sarazin A,
Etcheverry M, Martin A, Feng S, Duvernois-Berthet E ez al. 2012. Features of
the Arabidopsis recombination landscape resulting from the combined loss of
sequence variation and DNA methylation. Proceedings of the National Academy
of Sciences, USA 109: 16240-16245.

Cortijo S, Wardenaar R, Colomé-Tatché M, Gilly A, Etcheverry M, Labadie K,
Caillieux E, Hospital F, Aury J-M, Wincker P ez al. 2014. Mapping the
epigenetic basis of complex traits. Science 343: 1145—1148.

Diederichsen E, Frauen M, Linders EGA, Hatakeyama K, Hirai M. 2009. Status
and perspectives of clubroot resistance breeding in Crucifer crops. Journal of
Plant Growth Regulation 28: 265-281.

Dixon GR. 2009. The occurrence and economic impact of Plasmodiophora
brassicae and clubroot disease. Journal of Plant Growth Regulation 28:

194-202.

Dowen RH, Pelizzola M, Schmitz R], Lister R, Dowen JM, Nery JR, Dixon JE,
Ecker JR. 2012. Widespread dynamic DNA methylation in response to biotic
stress. Proceedings of the National Academy of Sciences, USA 109: E2183-E2191.

Fahling M, Graf H, Siemens J. 2003. Pathotype separation of Plasmodiophora
brassicae by the host plant. Journal of Phytopathology 151: 425—430.

Gallusci P, Dai Z, Génard M, Gauffretau A, Leblanc-Fournier N, Richard-
Molard C, Vile D, Brunel-Muguet S. 2017. Epigenetics for plant
improvement: current knowledge and modeling avenues. Trends in Plant
Science22: 610-623.

Gilly A, Etcheverry M, Madoui M-A, Guy J, Quadrana L, Alberti A, Martin A,
Heitkam T, Engelen S, Labadie K ez al. 2014. TE-Tracker: systematic
identification of transposition events through whole-genome resequencing.

BMC Bioinformatics 15: 377.

New Phytologist (2019) 222: 468—-479
www.newphytologist.com

New
Phytologist

Gossen BD, Deora A, Peng G, Hwang S-F, McDonald MR. 2014. Effect of
environmental parameters on clubroot development and the risk of pathogen
spread. Canadian Journal of Plant Pathology 36: 37-48.

Gravot A, Grillet L, Wagner G, Jubault M, Lariagon C, Baron C, Deleu C,
Delourme R, Bouchereau A, Manzanares-Dauleux MJ. 2011. Genetic and
physiological analysis of the relationship between partial resistance to clubroot
and tolerance to trehalose in Arabidopsis thaliana. New Phytologist 191: 1083~
1094.

Gravot A, Richard G, Lime T, Lemarié S, Jubault M, Lariagon C, Lemoine J,
Vicente J, Robert-Seilaniantz A, Holdsworth M]J ez al. 2016. Hypoxia
response in Arabidopsis roots infected by Plasmodiophora brassicae supports the
development of clubroot. BMC Plant Biology 16: 251.

Hewezi T, Lane T, Piya S, Rambani A, Rice JH, Staton M. 2017. Cyst
nematode parasitism induces dynamic changes in the root epigenome. Plant
Physiology 174: 405-420.

Holland J. 2007. Genetic architecture of complex traits in plants. Current
Opinion in Plant Biology 10: 156-161.

Ingram DS, Tommerup IC. 1972. The life history of Plasmodiophora brassicae
Woron. Proceedings of the Royal Society of London. Series B: Biological Sciences
180: 103-112.

Johannes F, Colot V, Jansen RC. 2008. Epigenome dynamics: a quantitative
genetics perspective. Nature Reviews. Genetics 9: 883-890.

Johannes F, Porcher E, Teixeira FK, Saliba-Colombani V, Simon M, Agier N,
Bulski A, Albuisson J, Heredia F, Audigier P ez al. 2009. Assessing the impact
of transgenerational epigenetic variation on complex traits. PLoS Genetics 5:
€1000530.

Jubault M, Lariagon C, Simon M, Delourme R, Manzanares-Dauleux M].
2008. Identification of quantitative trait loci controlling partial clubroot
resistance in new mapping populations of Arabidopsis thaliana. TAG.
Theoretical and Applied Genetics 117: 191-202.

Kakutani T, Jeddeloh JA, Flowers SK, Munakata K, Richards EJ. 1996.
Developmental abnormalities and epimutations associated with DNA
hypomethylation mutations. Proceedings of the National Academy of Sciences,
USA 93: 12406-12411.

Kellenberger RT, Schliiter PM, Schiestl FP. 2016. Herbivore-induced DNA
demethylation changes floral signalling and attractiveness to pollinators in
Brassica rapa. PLoS ONE 11: e0166646.

Koch E, Cox R, Williams PH. 1991. Infection of Arabidopsis thaliana by
Plasmodiophora brassicae. Journal of Phytopathology 132: 99—104.

Kooke R, Johannes F, Wardenaar R, Becker F, Etcheverry M, Colot V,
Vreugdenhil D, Keurentjes JJB. 2015. Epigenetic basis of morphological
variation and phenotypic plasticity in Arabidopsis thaliana. Plant Cell 27: 337—
348.

Laperche A, Aigu Y, Jubault M, Ollier M, Guichard S, Glory P, Strelkov SE,
Gravot A, Manzanares-Dauleux M]J. 2017. Clubroot resistance QTL are
modulated by nitrogen input in Brassica napus. TAG. Theoretical and Applied
Genetics 130: 669—684.

Lee J, Izzah NK, Choi B-S, Joh HJ, Lee S-C, Perumal S, Seo J, Ahn K, Jo EJ,
Choi GJ ez al. 2016. Genotyping-by-sequencing map permits identification of
clubroot resistance QTLs and revision of the reference genome assembly in
cabbage (Brassica oleracea L.). DNA Research: An International Journal for Rapid
Publication of Reports on Genes and Genomes 23: 29—41.

Lemarié S, Robert-Seilaniantz A, Lariagon C, Lemoine J, Marnet N, Jubault M,
Manzanares-Dauleux M]J, Gravot A. 2015a. Both the jasmonic acid and the
salicylic acid pathways contribute to resistance to the biotrophic clubroot agent
Plasmodiophora brassicae in Arabidopsis. Plant & Cell Physiology 56: 2158—
2168.

Lemarié S, Robert-Seilaniantz A, Lariagon C, Lemoine J, Marnet N, Levrel A,
Jubault M, Manzanares-Dauleux M, Gravot A. 2015b. Camalexin contributes
to the partial resistance of Arabidopsis thaliana to the biotrophic soilborne
protist Plasmodiophora brassicae. Frontiers in Plant Science 6: 539.

Lenth RV. 2016. Least-squares means: the R Package Ismeans. Journal of
Statistical Software 69: 1-33.

Liu J, Feng L, Li J, He Z. 2015. Genetic and epigenetic control of plant heat
responses. Frontiers in Plant Science 6: 267.

© 2018 INRA
New Phytologist © 2018 New Phytologist Trust



New
Phytologist

Lopez Sanchez A, Stassen JHM, Furci L, Smith LM, Ton J. 2016. The role of
DNA (de)methylation in immune responsiveness of Arabidopsis. The Plant
Journal: for Cell and Molecular Biology 88: 361-374.

Luna E, Bruce TJA, Roberts MR, Flors V, Ton J. 2012. Next-generation
systemic acquired resistance. Plant Physiology 158: 844—-853.

Manzanares-Dauleux M]J, Delourme R, Baron F, Thomas G. 2000a. Mapping
of one major gene and of QTLs involved in resistance to clubroot in Brassica
napus. TAG. Theoretical and Applied Genetics 101: 885-891.

Manzanares-Dauleux MJ, Divaret I, Baron F, Thomas G. 2000b. Evaluation of
French Brassica oleracea landraces for resistance to Plasmodiophora brassicae.
Euphytica113: 211-218.

Marschner IC. 2011. glm2: Fitting generalized linear models with convergence
problems. The R Journal3: 12-15.

Piao Z, Ramchiary N, Lim YP. 2009. Genetics of clubroot resistance in Brassica
species. Journal of Plant Growth Regulation 28: 252-264.

Quadrana L, Colot V. 2016. Plant transgenerational epigenetics. Annual Review
of Genetics 50: 467—491.

R Development Core Team. 2015. R: a language and environment for statistical
computing. Vienna, Austria: R Foundation for Statistical Computing. [WWW
document] URL https://www.R-project.org/.

Reinders J, Wulff BBH, Mirouze M, Mari-Ordénez A, Dapp M, Rozhon W,
Bucher E, Theiler G, Paszkowski J. 2009. Compromised stability of DNA
methylation and transposon immobilization in mosaic Arabidopsis epigenomes.
Genes & Development 23: 939-950.

Rocherieux J, Glory P, Giboulot A, Boury S, Barbeyron G, Thomas G,
Manzanares-Dauleux M]J. 2004. Isolate-specific and broad-spectrum QTLs are
involved in the control of clubroot in Brassica oleracea. TAG. Theoretical and
applied genetics 108: 1555-1563.

Schmitz R], He Y, Valdes-Lopez O, Khan SM, Joshi T, Urich MA, Nery JR,
Diers B, Xu D, Stacey G et al. 2013a. Epigenome-wide inheritance of cytosine
methylation variants in a recombinant inbred population. Genome Research 23:
1663-1674.

Schmitz R], Schultz MD, Lewsey MG, O’Malley RC, Urich MA, Libiger O,
Schork NJ, Ecker JR. 2011. Transgenerational epigenetic instability is a source
of novel methylation variants. Science 334: 369-373.

Schmitz R], Schultz MD, Urich MA, Nery JR, Pelizzola M, Libiger O, Alix A,
McCosh RB, Chen H, Schork NJ ez al. 2013b. Patterns of population
epigenomic diversity. Nazure 495: 193-198.

Sharma K, Gossen BD, McDonald MR. 2011. Effect of temperature on cortical
infection by Plasmodiophora brassicae and clubroot severity. Phytopathology 101:
1424-1432.

Sharma R, Vishal P, Kaul S, Dhar MK. 2017. Epiallelic changes in known stress-
responsive genes under extreme drought conditions in Brassica juncea (L.)
Czern. Plant Cell Reports 36: 203-217.

Siemens J, Nagel M, Ludwig-Muller J, Sacristan MD. 2002. The interaction of
Plasmodiophora brassicae and Arabidopsis thaliana: parameters for disease
quantification and screening of mutant lines. Journal of Phytopathology 150:
592-605.

Some A, Manzanares MJ, Laurens F, Baron F, Thomas G, Rouxel F. 1996.
Variation for virulence on Brassica napus L. amongst Plasmodiophora brassicae
collections from France and derived single-spore isolates. Plant Pathology 45:
432-439.

Teixeira FK, Heredia F, Sarazin A, Roudier F, Boccara M, Ciaudo C, Cruaud C,
Poulain J, Berdasco M, Fraga MF ez al. 2009. A role for RNAI in the selective
correction of DNA methylation defects. Science 323: 1600-1604.

Tierney L, Rossini AJ, Li N. 2009. Snow: a parallel computing framework for the
R system. International Journal of Parallel Programming 37:78-90.

Vongs A, Kakutani T, Martienssen RA, Richards EJ. 1993. Arabidopsis thaliana
DNA methylation mutants. Science 260: 1926-1928.

Weigel D, Colot V. 2012. Epialleles in plant evolution. Genome Biology 13: 249.

Yu A, Lepere G, Jay F, Wang J, Bapaume L, Wang Y, Abraham A-L, Penterman
J, Fischer RL, Voinnet O ez al. 2013. Dynamics and biological relevance of

© 2018 INRA
New Phytologist © 2018 New Phytologist Trust

Research"479

DNA demethylation in Arabidopsis antibacterial defense. Proceedings of the
National Academy of Sciences, USA 110: 2389-2394.

Zhang Y-Y, Fischer M, Colot V, Bossdorf O. 2013. Epigenetic variation creates
potential for evolution of plant phenotypic plasticity. New Phytologist 197:
314-322.

Zheng X, Chen L, Xia H, Wei H, Lou Q, Li M, Li T, Luo L. 2017.
Transgenerational epimutations induced by multi-generation drought
imposition mediate rice plant’s adaptation to drought condition. Scientific

Reports 7: 39843.

Supporting Information

Additional supporting information may be found online in the
Supporting Information section at the end of the article.

Dataset S1 Location of segregating DNA sequence variants

(SNP, indel, TE, SV) among the clubroot QTL intervals.

Dataset S2 Statistic analysis of TE and sequence variant effect
compared to methylated markers on QTL®" detection for each
trait study.

Fig. S1 Epiallele effects at the closest QTL" peak marker.

Fig. S2 Boxplot of temperature data recorded in each growth
room.

Fig. $3 Comparison of the epiallele effects at the closest QTL!
peak marker between Lfi and Lini in growth chamber-2.

Table S1 List of primer sets used to confirm homozygosity of the
T-DNA insertion in mutants.

Table S2 Disease index for Col-0 and mutants after infection by
P. brassicae, and Dunnett’s post hoc test results.

Table S3 Phenotypic responses of epiRIL and their parent lines
to infection by P. brassicae.

Table S4 Analysis of epigenotype, temperature and interaction
between temperature and epigenotype effect for each trait in
infected condition.

Table S5 Dunnett’s test comparison of temperatures recorded by
each temperature sensor in growth room-2.

Table S6 Median temperature monitored by each temperature
sensor in growth room-2.

Please note: Wiley Blackwell are not responsible for the content
or functionality of any Supporting Information supplied by the
authors. Any queries (other than missing material) should be
directed to the New Phytologist Central Office.

New Phytologist (2019) 222: 468—479
www.newphytologist.com



Chapitre 7 — Vers la caractérisation de QTL épigénétiques

7.3 Conclusion et discussion

7.3.1 QTL épigénétiques et prise en compte des variants ADN

en ségrégation

Dans la mesure ot les modeles statistiques de détection de QTL existant a ce jour ne
permettent pas d’incorporer un pedigree du type de celui mis en évidence pour la popu-
lation epiRIL, nous sommes ici face a un probleme complexe.

En effet, pour la détection de QTL, on considere soit un schéma classique a deux origines
parentales (que les origines soient déterminées sur la base de différences dans les profils de
méthylation ou dans la séquence du génome), comme effectué dans (Cortijo, Wardenaar,
Colomé-Tatché, Gilly et al. 2014 ; Kooke et al. 2015); soit un schéma plus complexe a
I'image de celui employé dans les populations MAGIC en raison des multiples origines
parentales ; mais a notre connaissance il n’existe de pas de modele permettant de consi-
dérer pour la détection des QTL ainsi que 'estimation de I'héritabilité et des effets un
schéma dans lequel la ségrégation des origines parentales suit deux plans de croisement
différents (backcross classique pour les origines inférées sur la base des profils de méthy-
lation, croisement entre deux individus non apparentés pour les origines inférées sur la
base des polymorphismes nucléotidiques).

Aussi, il est difficile d’aller au-dela des deux approches décrites ici, et le développement
d’un méthode appropriée serait requise. Quoi qu’il en soit, il est important de garder a
I'esprit que les QTLepi préalablement détectés ne sont en rien invalidés par la présence
de variants ADN, et compte-tenu de la non-coségrégation pour la majorité d’entre eux il
est méme envisageable de conclure que ceux-ci sont a proprement parler portés par des

épialleles.

7.3.2 Stratégie d’identification de I’épimutation causative : li-
mites de la cartographie fine et autres approches envisa-

geables

Quant bien méme la cartographie fine du QTL situé sur le chromosome 4 et influencant
la longueur de la racine primaire n’ait pas été menée a terme, I’emploi de cette approche
peut étre discuté.

A la différence des populations RIL classiques qui dérivent du croisement entre deux ac-
cessions, le polymorphisme de méthylation est limitant dans les epiRIL, ce qui va limiter la
résolution de la cartographie fine. En effet, si la carte génétique de la population epiRIL est
fondée sur 123 marqueurs, ce qui est du méme ordre de grandeur que les cartes génétiques

établies dans des RIL; il n'y a en fait que 867 DMR pouvant faire office de marqueurs
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7.3. Conclusion et discussion

dans cette population (Colomé-Tatché et al. 2012), contre plusieurs dizaines de milliers
de polymorphisme ADN dans les RIL. Une limite additionnelle est que comme ces mar-
queurs génétiques sont fondés sur des différences stables de méthylation, ils co-localisent
avec des E'T ou d’autres séquences répétées qui ne sont pas répartis uniformément dans
le génome mais au contraire concentrés dans les régions péricentromériques. Ainsi donc,
la densité en marqueurs est plus faible dans les bras chromosomiques que dans les régions
péricentromériques, or c’est justement dans les bras que l'intensité de recombinaison est
la plus forte. Aussi, cette distribution spécifique des marqueurs dans les epiRIL rend plus

complexe 'obtention de recombinants a partir desquels poursuivre une cartographie fine.

On peut cependant noter qu’en assouplissant les criteres de définition d'une DMR (par
exemple, en imposant une différence de méthylation moins importante), il est possible
d’augmenter le nombre de marqueurs potentiels et le séquencgage bisulphite génome-entier
actuellement mené au laboratoire pour 121 epiRIL devrait permettre d’identifier a la réso-
lution de la cytosine des différences de méthylation additionnelles qui pourront également
servir de marqueurs. Néanmoins, 1’on reste plusieurs ordres de grandeurs en deca du ni-
veau de polymorphisme dans un dispositif RIL. Si cela s’avere problématique quant a la
résolution qui peut étre atteinte par cartographie fine, le corrolaire en est que puisque le
polymorphisme est plus restreint dans les epiRIL, alors le variant causal sous-tendant le

QTLepi est a rechercher parmi un nombre plus réduit de candidats.

Dans le cas présent, dans la mesure ou il est probable que des QTLepi correspondent a
des eQTL (ou QTL d’expression), on peut s’attendre a ce que 1’épivariant causatif puisse
étre détecté via l'altération du patron d’expression de genes a proximité, et pourrait
donc étre identifié par RNAseq. Néanmoins, a la différence des QTLepi impliqués dans la
réponse a un stimulus environnemental biotique (réponse a un pathogene, Liégard et al,
SECTION 7.2.4) ou abiotique (évitement de I'ombre, collaboration avec I’équipe Barneche,
Fiorucci et al, in prep), les traits que nous étudions ici, la longueur de la racine et la date
de floraison, résultent de I'intégration d’'un grand nombre de voies a différentes étapes du
développement. Aussi, il n’est pas garanti qu'un RNAseq entre plantes a racines courtes vs
longues récoltées a 'issue du phénotypage révele les loci dérégulés par des altérations du
profil de méthylation. A 'opposé, une stratégie qui pourrait étre envisagée pour réduire
le nombre de DMR candidates serait de réaliser un séquengage bisulphite génome-entier
sur des pools de plantes a racines courtes versus racines longues issues de la descendance
de I'HIF validée. Dans le cadre de cette approche, les régions différentiellement méthylées

entre plantules a racine courte et a racine longue sont autant d’épialleles candidats.

Un commentaire général quant a l'identification par approches gene-candidat de va-
riants (ou épivariants) potentiellement causaux, est qu’il est complexe d’établir une liste

de loci prioritaires, a fortiori -et comme c’est le cas ici- lorsqu’il ne s’agit pas d'un QTL a
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fort effet et pour lequel il n’y a aucune suspicion de dérégulation des génes majeurs de la
voie. Au cours de mon stage de Master 2 au sein du laboratoire, j’ai proposé des approches
genes-candidats fondées sur des relations de co-expression entre géne dans 'intervalle QTL
et genes associés a 'un ou 'autre des traits, sans pour autant parvenir a identifier de
candidat évident. Une approche combinée peut étre celle d'un EWAS (Epigenome- Wide
Association Study), a présent que les génomes, méthylomes et données de phénotypage
sont disponibles pour un grand nombre d’accession d’Arabidopsis (Consortium 2016 ; Ka-
wakatsu, S.-S. C. Huang et al. 2016 ; Seren et al. 2017), sous réserve bien évidemment que
les déterminants pour la date de floraison ou la longueur de la racine soient les mémes a la
fois entre populations naturelles et en laboratoire, ce qui constitue une limite théorique a
I'extrapolation directe des résultats. Néanmoins, au cours de mon stage, j’ai pu proposer
comme candidat pour la date de floraison le gene AT4G15530, indépendamment identifié
dans le cadre d'un EWAS pour ce méme trait (données non publiées du laboratoire, en
collaboration avec Frank Johannes) et par ailleurs différentiellement exprimé entre sau-
vage et ddml. Ce gene apparait donc étre un candidat solide pour le QTLepi influengant
la date de floraison détecté sur le chromosome 4 (Cortijo, Wardenaar, Colomé-Tatché,
Gilly et al. 2014) et une tentative de déméthylation ciblée de la DMR qui lui est associée

sera effectuée des que 'approche dCas9-DME aura été validée.

7.3.3 Avancées dans le domaine de I’édition de I’épigénome

Comme décrit dans I'introduction, I’état des connaissances dans le domaine de 1’édition
de I’état de méthylation d’un locus donné a grandement évolué au cours du temps imparti
a ma these. Aussi, 'approche employée peut étre discutée au regard des travaux publiés
a ce jour. Il semble avéré que I'emploi d'un systeme de multiplexage d’ARN guides soit
une stratégie pertinente chez les plantes, puisque des approches similaires ont été publiées
dans l'intervalle, aussi bien pour du ciblage d’activité enzymatique que pour l'inactivation
de plusieurs genes (Cermék et al. 2017 ; Lowder et al. 2015; X. Ma et al. 2015; Qi et al.
2016 ; Vazquez-Vilar et al. 2016; W. Wang et al. 2016; Z. Wang et al. 2018; Yan et
al. 2016). Du coté de la protéine effectrice, des travaux récents ont réussi a effectuer
une déméthylation locus-spécifique chez Arabidopsis, ce en employant une fusion avec
le domaine catalytique de TET, multiplexée au moyen d’un dispositif SunTag (Gallego-
Bartolomé et al. 2018). Dans ce contexte, on peut se demander quelle sera lefficacité
de déméthylation de la fusion directe dCas9-DME que nous employons ici, néanmoins le
systeme a deux composantes que nous avons développé nous permettra éventuellement de
substituer cette fusion directe par une version de type SunTag. Dans tous les cas, ’emploi
de DME pour une déméthylation n’a pas été publiée a ce jour, en ce sens nos travaux en

cours demeurent originaux.
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Conclusion générale et perspectives

Bilan des résultats obtenus et discussion

La majeure partie des travaux présentés dans ce manuscrit ont visé a évaluer I'impact
d’une perte de méthylation de I’ADN sur le taux et le spectre des mutations spontanées

chez la plante modele Arabidopsis thaliana.

Au moyen d’une population de lignées assimilables a des lignées d’accumulation de

mutation (MA lines) mais aux épigénomes mosaiques de régions méthylées et hypomé-
thylées, j’ai pu mettre en évidence une réduction spécifique du taux de transition C — T
en lien avec a la fois un nombre réduit de cytosines méthylées dans cette population mais
également avec une réactivation transcriptionnelle des ET, ce qui suggere la contribution
additionnelle des voies de réparation de I’ADN couplée a la transcription (transcription-
coupled DNA repair).
Si ces travaux proposent une évaluation directe de 'impact mutationnel de la 5mC qui
complete 1’état de 'art, ils nécessitent a ce jour plusieurs analyses complémentaires comme
discuté dans la section dédiée. En effet, afin d’obtenir une image plus précise des facteurs
additionnels susceptibles d’influencer cette réduction du taux de C — T, il s’agira d’in-
corporer & la fois le contenu local en GC ainsi que I'état d’ouverture de la chromatine
dans les régions péricentromériques dérivées de ddm1. La premiere de ces analyses est en
cours, la seconde pourra étre effectuée dans les prochaines semaines au profit des données
de compaction de la chromatine par ATACseq prochainement disponibles au laboratoire.
De plus, I'obtention prochaine des méthylomes a la résolution de la cytosine unique (sé-
quengage bisulphite, WGBS) pour 121 epiRIL permettra de préciser I'estimation du taux
de transition C — T induit par la méthylation dans les différents contextes (CG, CHG,
CHH) et compartiment génomiques (bras et régions péricentromériques, hérités de WT ou
ddm1), avec en plus la possibilité de lier le niveau de méthylation au taux de mutation ;
une analyse qui n’était pas permise par les méthylomes MeDIP-chip (Colomé-Tatché et al.
2012; Cortijo, Wardenaar, Colomé-Tatché, Johannes et al. 2014).

Par ailleurs, mon analyse de I'impact mutationnel de la remobilisation extensive des
ET dans les epiRIL met en évidence une absence de réarrangements chromosomiques
associés aux ET remobilisés, avec comme discuté CHAPITRE 6 plusieurs hypotheéses en-
visageables dont 1'une ayant trait a la nature des E'T mobilisés dans cette population. Il
peut en outre étre envisagé que comme mis en évidence chez la levure ou les répétitions

Ty sont associées a un nombre d’évenements de NAHR bien plus faible qu’attendu (Sa-
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saki et al. 2010), la machinerie de recombinaison d’Arabidopsis ait développé un moyen
similaire de limiter les réarrangements entre séquences homologues dispersées.

J’identifie également a la fois dans les epiRIL et les MA lines une tendance a la forma-
tion de duplications en tandem par un mécanisme réplicatif qui pourrait étre le FoSTeS ;
ainsi qu’a la formation de délétions mais pas de duplications par NAHR au niveau d’an-
notations associées a des ET, une seconde observation qui fait écho a la tendance a la
réduction du génome par élimination des ET proposée chez Arabidopsis. Ces deux ob-
servations nécessiteraient cependant un nombre d’évenements plus élevé pour pouvoir
conclure. De fagon similaire, il semblerait que de tels évenements de délétions associés a
des annotations d’ET soient plus fréquents dans les régions péricentromériques dérivées
de ddml, suggérant comme proposé chez les mammiferes 1'hypothese attrayante d’une
levée de I'inhibition de la recombinaison médiée par la méthylation de 'ADN dans ces
régions. La encore il faudrait un nombre d’évenements plus élevé pour espérer tirer une

telle conclusion.

Dans leur ensemble, mes travaux de these fournissent des informations additionnelles
quant au patron des mutations spontanées chez Arabidopsis.
En raison des spécificités de la population epiRIL présentées dans ce manuscrit, une ligne
de recherche complémentaire peut étre envisagée. Puisque les intervalles dans lesquels se
sont produits les crossing-over peuvent étre identifiés sur la base des différences stables
de méthylation mais également des variants ADN en ségrégation; il serait intéressant
d’étudier la corrélation entre taux de mutation et intensité de recombinaison dans cette
population fortement homogene génétiquement. Une telle analyse, actuellement en cours,
permettra d’évaluer 'impact mutationnel de cette force génomique dans le contexte d'une
méiose ColxCol, complémentant ainsi des travaux précédents ayant conduit a la mise en
évidence d’un effet mutationnel de la recombinaison au cours d’une méiose ColxLer (Yang
et al. 2015), donc fortement polymorphe (Zapata et al. 2016) et peu représentative d’'une

méiose standard.

Au cours de ma these, j’ai également effectué une caractérisation détaillée de la va-
riation nucléotidique en ségrégation dans la population epiRIL. Ce travail m’a permis de
confirmer que les différents QTLepi préalablement identifiés au laboratoire pour la date
de floraison et la longueur de la racine (Cortijo, Wardenaar, Colomé-Tatché, Gilly et al.
2014) étaient effectivement épigénétiques. Dans l'optique de poursuivre leur caractérisa-
tion, j’ai entrepris d’établir des populations de cartographie, qui m’ont conduite a valider
I'un d’entre eux. J’ai par ailleurs contribué a mettre en place une approche expérimentale
d’altération du patron de méthylation locus-spécifique, qui permettra a terme d’effectuer
la complémentation fonctionnelle des variants de méthylation causatifs des QT Lepi.

Néanmoins, comme illustré dans le cadre du manuscrit joint a ce chapitre, et en dépit

166



de la complexité inattendue du pedigree de la population epiRIL que j’ai mise en évi-
dence, certains de ces variants ADN en ségrégation contribuent potentiellement aux QTL
“épigénétiques” détectés sur la base de différences de méthylation. Par ailleurs, j’ai pu
mettre en évidence un QTLadn influencant la date de floraison dans la population epiRIL,
qui s’ajoute aux 3 QTLepi identifiés pour ce trait. Aussi, la population epiRIL pourrait
constituer un systéme idéal dans lequel évaluer la contribution relative des variants ADN

et épialléliques a la variation héritable pour les traits complexes.

Perspectives

Mes travaux de these, résumés dans la section précédente, ont eut trait a I’analyse du
patron de mutation d’Arabidopsis mais ont également touché du doigt des concepts et
méthodes de génétique quantitative. Aussi, des perspectives a long terme de ce travail de

these peuvent étre envisagées au travers de ces deux axes.

Patrons de mutation et évolution du génome

Il a pu étre proposé que la méthylation de I’ADN joue un role significatif dans I’évo-
lution du contenu en GC des génomes (Mugal, Arndt et al. 2015). Cette observation
peut-elle cependant étre extrapolée aux plantes, et plus spécifiquement a Arabidopsis?
Dans la mesure ou la méthylation est presque exclusivement restreinte aux ET qui ne
constituent qu’une faible fraction du génome d’Arabidopsis, ce n’est assurément pas ce
taux de mutation lié a la méthylation qui va altérer a I’échelle de I’évolution le contenu
en GC de cet organisme. Néanmoins, il serait pertinent d’évaluer plus avant l'effet de
cette hypermutabilité des cytosines méthylées dans d’autres génomes plus riches en ET a

I'exemple du Malfs.

Par contre, si I'on considere la seule fraction du génome correspondant aux annota-
tions d’ET, les conclusions sont toutes autres.
Il a pu étre mis en évidence que les E'T présentaient un mode d’accumulation des muta-
tions en deux stades successifs ; 'un médié majoritairement par la désamination des 5mC,
puis 'autre au taux de mutation “standard” une fois qu’il ne reste plus de cytosines mé-
thylées a ces séquences (Maumus et al. 2014). Ainsi, les observations faites dans le cadre
de ce travail pourraient étre exploitées pour mieux caractériser le patron d’évolution de
ces séquences, notamment en permettant le calcul d’'une “demi-vie” des ET, c¢’est-a-dire,
le moment ou le taux de mutation de ces séquences va présenter une inflexion avec le
passage d'un taux “rapide” (désamination des 5mC) a un taux “lent” (accumulation de
mutations au taux attendu dans les régions hétérochromatiques).

A Topposé, il faut noter qu’il ne semble pas adapté d’employer les travaux présentés ici
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pour estimer les conséquences mutationnelles de la méthylation du corps des genes, puis-

qu’il s’agit d'un contexte chromatinien tres distinct.

De plus, une observation générale est que l’ensemble des travaux présentés ici ont
été effectués dans 'accession Col-0 d’Arabidopsis. Des travaux menés dans plusieurs or-
ganismes et notamment chez le Nématode ont pu mettre en évidence que le taux et le
spectre de mutation pouvaient varier entre souches de la méme espece. Aussi, il serait in-
téressant d’analyser le patron de mutation d’autres accessions d’Arabidopsis, par exemple
au travers de I’établissement de MA lines. Cela permettrait de fournir une image plus glo-
bale des grandes tendances mutationnelles chez cet organisme, et tout particulierement

de valider si cette tendance a la réduction du génome par délétion des ET y est pervasive.

Mutations, épimutations et architecture génétique des traits com-

plexes

Pouvoir quantifier la fraction de la variation héritable qui peut étre attribuée aux
nouvelles mutations est une question centrale en génétique quantitative. Dans le contexte
des epiRIL, mi-RIL, mi-MA lines, elle prend une dimension particuliere.

En effet, comme précisé plus haut, nous sommes ici dans un systeme expérimental
dans lequel il est possible d’évaluer a la fois la contribution des variants de méthylation
ainsi que des variants ADN a la variation héritable dans les traits complexes.

Il pourrait étre pertinent d’aller au-dela, et de chercher a estimer dans quelle mesure les
mutations qui se sont accumulées lors de la propagation des lignées influencent les diffé-
rents traits, et particulierement les traits d’histoire de vie (biomasse, date de floraison,
nombre de graines), puisque ce sont ce type de traits qui vont influencer la fitness et donc
étre “pertinents” sur le plan de I’évolution.

En détail, il s’agirait d’aller analyser la distribution des effets sur la fitness (distribution of
fitness effects, DFE) des différentes mutations. Une limite toutefois a a voir avec le fait que
les mutations présentes dans les epiRIL sont pour leur majorité des nouvelles insertions
d’ET, aussi en comparaison des mutations a large effets qu’ils ont pu générer, il sera com-
plexe d’évaluer 'impact des seules mutations ponctuelles. Cependant, on peut envisager
retourner cet argument et viser au contraire a évaluer I'impact sur la fitness des nouvelles
insertions d’ET, ce qui compléterait les observations décrites dans (Quadrana, Etcheverry

et al. 2018) concernant les préférences d’insertions des différentes familles d'ET.
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QUATRIEME PARTIE

Matériels et méthodes
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Matériels et méthodes

Jeux de données utilisés

Données epiRIL
Séquencage du génome des epiRIL

Le génome de 121 epiRIL (parmi les 123 lignées pour lesquelles le méthylome est
disponible), d'un individu ddm1 et d’un wt a été séquencé tel que décrit dans (Gilly et al.
2014) et est reproduit dans le manuscrit (Quadrana, Etcheverry et al. 2018).
Brievement, pour chaque epiRIL, les ADN ont été extraits a partir d’un lot d’une dizaine
de plantules F9. Ainsi, les mutations ponctuelles ou les néo-insertions d’ET identifiées
dans cette génération correspondent les unes et les autres a des événements apparues
dans la plante F8.

Le séquencage correspond a un séquencage Illumina en paired-end de banques mate-pair,
une approche qui avait été privilégiée en raison de 'objectif initial de ce reséquengage ;
a savoir la détection de nouvelles insertions d’ET. Le principe de 'une et 'autre des ces

approches est illustré FIGURE 7.8.
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Méthylome MeDIP-chip

L’obtention des méthylomes de 123 epiRIL F8 et d'individus WT et ddm1 par MeDIP-
chip est décrite dans (Colomé-Tatché et al. 2012) et le protocole publié dans (Cortijo, War-
denaar, Colomé-Tatché, Johannes et al. 2014). En bref, dans cette méthode, ’ADN simple
méthyles, puis la fraction immunoprécipitée et ’ADN total sont marqués différentielle-
ment et hybridés sur une puce Nimblegen tiling array contenant 711320 sondes choisies
dans des fenétres consécutives de 165 nt le long du génome d’Arabidopsis thaliana. 1.’état
de méthylation pour chaque sonde est ensuite inféré au moyen d’un modele de Markov
caché a trois états (three-state Hidden Markov Model, HMM) : méthylé (M), non-méthylé

(U) ou méthylation intermédiaire (I).
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Méthylome WGBS

Les WGBS pour 5 epiRIL ont été obtenus et analysés comme décrits dans (Quadrana,
Etcheverry et al. 2018).

RNAseq

Les RNAseq pour 5 epiRIL ont été obtenus et analysés comme décrits dans (Quadrana,
Etcheverry et al. 2018).

Données M A lines

Les données de séquencage du génome et du méthylome de 10 MA lines ont été ob-
tenues comme décrit dans la section Matériels et Méthodes de l'article en préparation

CHAPITRE 5.

Identification des variations nucléotidiques

Mutations ponctuelles

L’identification des mutations ponctuelles dans les epiRIL et les MA lines a été ef-
fectuée comme décrit dans la section Matériels et Méthodes de l'article en préparation
CHAPITRE 5. Brievement, l'outil HaplotypeCaller de la suite GATK a été utilisé dans le
mode —joint-genotyping (illustré FIGURE 7.9), qui offre un cadre computationnel adapté a
Iidentification de variants au sein de cohortes, qu’ils soient propres a un individu ou en sé-
grégation dans la population considérée. Cette identification s’effectue en deux temps. La
premiere étape consiste a identifier dans chaque lignée indépendamment les variants pro-
bables : pour chaque lignée, I’algorithme recherche les régions (ActiveRegions) présentant
une état distinct de celui dans le génome de référence fourni, effectue un réassemblage
par graphe de De Brujin de ces régions afin d’en extraire un haplotype probable, puis
évalue la concordance entre la séquence de chaque read et I’haplotype inféré. L’emploi
d’une approche par graphe pour réassembler de novo permet notamment une meilleure
résolution des variants ponctuels “complexes”, par exemple un indel avec des SBS autour.
Il en résulte, pour chaque lignée, une matrice (fichier gVCF, genomic VCF') récapitulant
I’ensemble des positions du génome ainsi que, pour celles qui présentent un état variant
par rapport au génome de référence, le génotype a ce locus et le score de vraisemblance
qui lui est associé.

Une fois que ces matrices ont été produites pour chaque lignée, un génotypage (Joint-
Genotyping) est effectué a ’échelle de la cohorte afin de déterminer pour chaque variant
identifié son génotype (homozygote référence, homozygote variant ou hétérozygote) dans

chaque lignée ainsi que la vraisemblance de ce génotype. Ce génotypage conjoint permet
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notamment de ré-évaluer a la hausse le score de vraisemblance d’un variant dans une
lignée présentant localement une qualité de séquencage et/ou de mapping limitante, ce
sur la base des variants identifiés par d’autres lignées partageant le méme haplotype.

A Tissue de cette deuxieme étape, I’ensemble des variants identifiés dans chaque lignée et
les scores qui y sont associés sont combinés dans un fichier VCF, qui pourra étre annoté et
filtré sur différents criteres afin d’identifier les mutations “vraies”. A cette fin, les variants
dépassant les scores de qualités minimaux, tels qu’établis sur la base des scores atteints
par les mutations validées expérimentalement ainsi que de la mutation ddm1 ont été sé-
lectionnés. Chacune de ces mutations probables, SBS ou indel, a ensuite été inspectée
visuellement a I'aide d’IGV (Thorvaldsdéttir et al. 2013).

Variant discovery
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FIGURE 7.9 — Détection de variations ponctuelles avec GATK HaplotypeCaller. Explica-
tions dans le texte.

Variations structurales hors ET

L’identification des SV autres que nouvelles insertions d’ET a été effectuée en combi-
nant les outils Hydra (Lindberg et al. 2015), Delly (Rausch et al. 2012) et Control-FREEC
(Boeva et al. 2012), qui emploient respectivement des approches read-pair, split-read (dé-
tection des duplications, délétions, translocations et inversions) et read depth (détection
des duplications et délétions). La combinaison de différentes approches, dont le principe
et la complémentarité pour détecter les principaux types d’évenements sont illustrées F1-
GURE 7.10, permet de réduire le nombre de faux-positifs et d’obtenir des résultats plus
robustes.

L’identification des éveénements de translocations parmi les epiRIL n’a pas été achevée
a ce jour en raison d'un runtime trop important. La majorité des outils existants pour

la détection de SV sont en effet optimisés pour des données de séquengage paired-end, et

174



Read depth Read-pair Split-read De novo assembly

— —_—
Délétion e ——
— — —
—
Insertion X R
Inversion X A 4 ws
—
o —s p— WA .
Duplication ey e —_— I —
(tandem) S e — £ A WS ON S
—————— -1 —— o M
randem duplication deletion insert ﬂ contig

inversion insertion sample reference

FIGURE 7.10 — Principe des approches de détection de SV. Pour chaque approche (read
depth, read-pair, split-read, assemblage de novo) sont figurées les modalités de détection
des principaux types de SV (délétions, duplications, insertion -par exemple, d'un ET- et
inversion). La détection des translocations n’est pas figurée en ce que ce type d’événement
s’interprete comme une délétion couplée a une insertion ailleurs dans le génome, avec ou
non inversion par rapport a l'orientation initiale du locus transloqué. Les croix indiquent
I'impossibilité d’employer 'approche read depth pour la détection de SV autres que les
délétions et duplications. L’approche par assemblage de novo a 1’échelle du génome entier
est illustrée a titre informatif mais demeure difficile & mettre en ceuvre pour la détection
de SV dans les jeux de données short reads qui constituent la majorité des données NGS a
ce jour. L’orientation des reads (sens des fleches) correspond a des données de séquencage
paired-end. Modifié d’apres (Tattini et al. 2015).

non pas mate-pair, or c’est cette derniere stratégie qui a été employée pour le séquencage
des epiRIL (cf supra). D’autres outils censés mieux prendre en compte les spécificités des
données mate-pair (Gillet-Markowska et al. 2015 ; lakovishina et al. 2016) ont également
été considérés, sans résultat a ce jour sur les données epiRIL. La simulation des signatures
de microhomologie aux breakpoints des duplications en tandem a été effectuée au moyen
d’un script Perl adapté de (Newman et al. 2015).

Nouvelles insertions d’ET

La détection des néo-insertions d’ET dans les epiRIL est décrite dans (Quadrana,
Etcheverry et al. 2018). Elle combine les outils SPLITREADER (Quadrana, Bortolini
Silveira et al. 2016) et TE-tracker (Gilly et al. 2014).
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Conditions de culture des plantes

Culture in vitro

Les graines sont désinfectées dans une solution eau stérile - javel 5%- Tween 20 0,2%
pendant 10 minutes, puis lavées a I’éthanol 70% pendant 5 minutes. Apres 4 ringages a
I’eau stérile, les graines sont mises a stratifier a 4 °C a 1’obscurité pendant 96h. Les graines
sont ensuite semées sur milieu MS solide :

- MS standard (MS 0.5X, MES 0.5g/L, sucrose 1%, agar 0.9%, pH 5.7) supplémenté en
agent de sélection (Basta, Hygro ou Kana) dans des boites de Petri rondes puis fermées
au parafilm et mises & pousser en enceinte de culture Percival dans le cas des sélections
de plantes transgéniques.

- MS enrichi en sucrose (MS 0.5X, MES 0.5¢/L, sucrose 1.5 %, agar 0.8%, pH 5.7) dans
des boites de Petri carrées (12cm x 12 ¢m) puis fermées au parafilm et mises a pousser a
la verticale en chambre de culture rotative dans le cas des phénotypage de la longueur de

la racine primaire (voir section dédiée).

Culture en terre

La culture en terre s’effectue apres traitement du terreau avec un larvicide (Trigard)
et passage des graines a -20°C pendant 48h. Les plantes sont cultivées en chambre de

culture en conditions de jour long (16h de lumiere a 23°C - 8h d’obscurité a 19°C).

Phénotypage de la longueur de la racine primaire

La validation des “epiHIF” pour le QTL RLch4 requiert de coupler (épi)génotypage
et phénotypage.
Le phénotypage s’effectue en chambre de culture rotative en conditions de jour lond.
Apres semis de 10 graines par boite a intervalle régulier a 2 cm du rebord, les boites sont
disposées a la verticale, dos a dos deux par deux, chaque paire de boite étant séparée de la
suivante par une paire de boites de Petri vides. Afin de réduire les effets environnementaux
préalablement mis en évidence dans ce dispositif expérimental (theése de Sandra Cortijo),
le rang le plus externe du plateau rotatif comporte exclusivement des boites de Petri vides
disposées selon la méme organisation. La mesure des racines s’effectue apres 10 jours de
culture : les boites sont alors ouvertes, égouttées et scannées a 300dpi puis la longueur
de la racine primaire est mesurée a l'aide du logiciel ImagelJ (outil segmented lines). Afin
de limiter les biais, les plantes présentant un délai de germination (pas de germination
ou germination retardée a J+3), dont la racine a poussé dans l'agar, ainsi que toutes les
plantes issues d’une boite présentant une contamination bactériennes ou fongiques sont

exclues des analyses et ne sont pas mesurées. Pour chaque lignée “epiHIF” ainsi que pour
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les lignées controles (WT, ddm1, epiRIL a l'origine de 'HIF), la répartition des différents
(épi)génotypes dans les différentes boites a été randomisée tout comme la répartition des
boites dans la chambre de culture. Dans le cadre de la recherche d’'une HIF robuste sur
laquelle poursuivre la cartographie fine, le test de la ségrégation phénotype-épigénotype

a été répété 4 a 6 fois.

Epigénotypage McrBC-qPCR

La validation du QTL RLch4 ainsi que la recherche de recombinants dans 'intervalle
de confiance de ce QTL a nécessité la détermination de 1’état de méthylation au niveau de
la DMR employée comme marqueur. Cet “épigénotypage” est réalisé par McrBC-qPCR.
L’extraction d’ADN génomique des plantes est effectuée a partir de jeunes feuilles a I'aide
d’un protocole d’extraction au CTAB. Apres quantification Qubit, 100ng d’ADN sont
ensuite digérés par I’endonucléase McrBC, qui clive ’ADN double-brin méthylé.

La réaction est effectuée dans les conditions suivantes : 100ng ADN, 0,2ul. d’enzyme
MerBC (10 U/ul), 5ulh de tampon NEB2, 0.5ul. GTP (100 mM), 0.5ul. BSA (100X),
H20 pour un volume final de réaction de 50ul. La réaction est effectuée sur la nuit a
37C. Pour chaque échantillon, une réaction témoin (sans enzyme) est réalisée en parallele.
Une qPCR ciblant le locus est ensuite effectuée sur une quantité égale d’ADN digéré et
non-digéré.

Réaction qPCR (10uL volume final) : 5ul Light Cycler 480 SYBR Green I Master mix
2X (Roche 04887352001), 1uLb H20, 1uLL ADN concentré a 2ng/ul, et 3ul. de mix du
couple d’amorces a 1uM pour chaque amorce.

Appareil qPCR : Light Cycler 480 (Roche). Programme de la réaction : dénaturation
10 min a 95°C et 45 cycles de PCR [dénaturation 10sec & 95°C suivi d’hybridation des
amorces et élongation en une seule étape de 40sec a 60°C]. Une augmentation lente de
latempérature (60 & 95°C) a la fin du programme permet de déterminer la température
de fusion des produits amplifiés.

L’état de méthylation d'une séquence est inféré en comparant les valeurs de Ct obtenus
dans les conditions “digéré” et “non digéré” : si la séquence d’intérét n’est pas méthylée,
elle ne sera pas clivée lors de la digestion McrBC et donc amplifiée de fagon identique
dans les deux conditions. Le ACt, calculé comme la différence entre Ct(ADNdigéré) et
Ct(ADNnon-digéré), sera donc nul. A I'opposé, une méthylation de la séquence cible
se traduira par une amplification plus tardive dans ’échantillon digéré, et donc un ACt
supérieur a zéro. Le pourcentage de méthylation d’une séquence parmi le pool de molécules
d’ADN, donné en pourcentage de molécules perdues apres digestion, est donné par la
formule suivante : % de méthylation = [1 - (204<))] x 100

La qPCR est effectuée en parallele sur deux régions controles, jamais (At5G13440, controle

négatif) et systématiquement méthylée (région 3’ de At5G36220, contréle positif). Le
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contrdle positif permet de constater la bonne digestion, le négatif, que le ACt observé
pour l’échantillon reflete bien le niveau de méthylation de la séquence et non pas une
différence dans les concentrations en ADN des deux conditions (ACt attendu =0). Cette
technique permet par ailleurs I'identification d’individus “épi-hétérozygotes”, chez lesquels
une seule copie de la séquence est méthylée, et qui présentent donc 50% de méthylation
de la séquence : en effet, il est a noter que lorsqu’on détecte 50% de méthylation pour une
séquence avec cette méthode, cela ne signifie pas que 50% de la séquence est méthylée.
Seul un traitement au bisulphite (qui convertit les C non méthylées en U), suivi d'un
séquencage, permet de donner ce type d’information.

Au sein des DMR, les amorces sont dessinées puis sélectionnées selon les criteres suivants :
Tm de de 60°C, présence de sites CG dans la seed (afin de maximiser lefficacité de

détection d’une coupure), efficacité d’au moins 85%. Les amorces sont listées en annexe

1.
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RESUME

Chez les plantes et les mammiféres, la méthylation de 'ADN est une modification chromatinienne qui joue un réle pivot
dans le maintien de lintégrité des génomes, notamment au travers de I'extinction épigénétique des éléments
transposables (ET). Cependant, dans la mesure ou la désamination spontanée des cytosines méthylées, qui peut
conduire a des transitions C>T, est plus fréquente que celle des cytosines non méthylées, la méthylation est également
intrinsequement mutagene. Cette mutabilité accrue est de fait tres certainement a l'origine de la déplétion en
dinucléotides CpG observée dans les génomes de mammiféres, naturellement méthylés a ces sites sauf au sein des
«flots CpG». A I'exception de cet effet bien connu, aucune étude a ce jour n’a exploré directement et de fagon
exhaustive I'impact de la méthylation sur le spectre des mutations spontanées.

Dans ce travail, je tire profit d'une population de lignées epiRIL (epigenetic recombinant inbred lines) établie chez la
plante Arabidopsis pour évaluer a I'’échelle du génome I'impact de la méthylation de ’ADN sur le paysage mutationnel.
Les epiRILs dérivent du croisement entre deux parents quasi- isogéniques, I'un sauvage et l'autre porteur d’une
mutation conduisant a une réduction de 70% de la méthylation du génome, et il a pu étre mis en évidence que des
différences parentales de méthylation pouvaient étre héritées de fagon stable pour >1000 régions le long du génome.
Au moyen de données de séquengage disponibles pour >100 epiRIL, jai effectué la caractérisation exhaustive des
variants ADN (autres qu’ET) uniques a chaque lignée mais également en ségrégation parmi les epiRIL, ce qui constitue
a terme une ressource pour les différentes équipes qui utilisent cette population. En analysant le patron de variants
uniques, j'ai mis en évidence une réduction spécifique du taux de transitions C>T en lien avec I'hnypométhylation stable
dans les epiRIL. Jai aussi pu décrire que si la remobilisation extensive des ET dans cette population a modelé le
spectre des insertions et délétions ponctuelles, elle ne se traduit pas pour autant par des réarrangements récurrents.
Je présente également les développements méthodologiques mis en place afin d’effectuer la caractérisation de QTL
(quantitative trait loci) “épigénétiques” préalablement identifiés dans la population.

MOTS CLES

Méthylation de I'’ADN, taux de mutation, Arabidopsis thaliana, population epiRIL, QTL épigénétique

ABSTRACT

In both plants and mammals, DNA methylation plays a pivotal role in ensuring proper genome function and integrity,
notably through the epigenetic silencing of transposable elements (TEs). However, as spontaneous deamination of 5-
methylcytosine (5mC), which can lead to C>T ftransitions, is more frequent than that of unmethylated C, DNA
methylation is also inherently mutagenic. This higher mutability of 5mC has indeed been proposed to explain the
depletion in CpG dinucleotides in mammalian genomes, which are typically methylated at these sites except in so-
called CpG islands. Despite this well-characterized effect of DNA methylation, we still lack a comprehensive view of its
impact on the whole mutation spectrum in any given organism.

Here, | take advantage of a population of so-called epigenetic Recombinant Inbred Lines (epiRILs) established in the
flowering plant Arabidopsis thaliana to investigate the impact of DNA methylation on the spectrum of spontaneous
mutations genome wide. The epiRIL population derives from a cross between a wild-type individual and a near-isogenic
mutation deficient in DNA methylation, and it could be shown that parental differences in DNA methylation are stably
inherited for at least 8 generations over >1000 regions across the genome.

Building on whole-genome sequencing data available for >100 epiRILs, | performed a thorough characterization of non-
TE DNA sequence variants that are either private to one line or segregating in the population, therefore establishing a
resource for research groups that make use of the epiRIL population. Based on the pattern of private variants, | show a
specific reduction in the rate of C>T transitions in the epiRILs, in line with the heritable hypomethylation in this
population. | also describe that the extensive TE remobilisation at play among the epiRILs shapes the spectrum of short
insertions and deletions yet does not translate into recurrent large-scale mutation events. On another note, | also
present methodological developments aimed towards the identification of causal (epi)variants underlying so-called
“epigenetic QTL” (quantitative trait loci) previously described in the epiRIL population.

KEYWORDS

DNA methylation, mutation rate, Arabidopsis thaliana, epiRIL population, epigenetic QTL
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