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Avant propos

L’objectif de cet avant propos est de me présenter et de retracer mon parcours profes-
sionnel et scientifique. Cette biographie me permettra d’introduire les grandes théma-

tiques biologiques que j’ai pu aborder durant ma carrière. Elle me donnera également
l’occasion de citer l’ensemble des travaux que j’ai co-signés. Certaines problématiques
scientifiques mentionnées dans cette section seront décrites avec plus de détails dans mon
introduction. Enfin, je donnerai quelques explications au sujet de la construction de ce
manuscrit.

.1 Contexte actuel de travail

Je travaille à l’I2BC (Institut de Biologie Intégrative de la Cellule). J’ai récemment inté-
gré l’équipe de recherche dirigée par Mireille Bétermier "Réarrangement programmées

du génome" (dans le département “Biologie des génomes"). Mon équipe s’intéresse aux
mécanismes programmés d’élimination d’ADN chez un cilié : la paramécie. Ces réar-
rangements programmés de génome impliquent des éléments transposables (ET) et leur
contrôle épigénétique mais également des acteurs de voies de réparation de cassures de
l’ADN.

Tout d’abord, un mot de mon activité professionnelle. Je suis ingénieur d’étude en
calcul scientifique dans un laboratoire de biologie, autrement dit bioinformaticien. Ma
préoccupation principale est de répondre à des questions biologiques en utilisant des
méthodes informatiques. J’essaye au maximum d’utiliser les méthodes existantes. Quoti-
diennement, je développe de nouvelles méthodes sans pour autant me considérer comme
un algorithmicien. Je ne suis ni un biologiste, ni un informaticien mais je peux "communi-
quer" avec les deux. Le terme "bioinformaticien" est vague et regroupe plusieurs métiers
et plusieurs champs disciplinaires (génomique, biologie structurale, modélisation, statis-
tique, évolution, construction et gestion de bases de données, ...). Personnellement, mon
domaine concerne plutôt l’étude des génomes et de leur dynamique même si mes pre-
mières amours ont porté sur le développement de bases de données. La communauté
"paramécie" utilisant des approches de biologie moléculaire est relativement petite. Ces
équipes étudient des thématiques variées comme la génomique, l’évolution de génomes,
l’étude des réseaux cytosquelettiques, les cils, la symbiose ou l’éco-toxicologie... Seule-
ment 3 500 publications traitent de la paramécie depuis le début des années 1900 (nombre
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de références bibliographiques en janvier 2020 avec le mot clé Paramecium sur PubMed,
en comparaison à 7 000, 73 000, 107 000 pour Tetrahymena, Arabidopsis et Drosophila respec-
tivement). Avec l’essor des nouvelles technologies de séquençage, la quantité de données
a augmenté de façon exponentielle et en conséquence les besoins en bioinformatique.
J’ai la chance de jouer un rôle central au sein des consortiums français et européens, me
permettant de participer à des études variées.

Une vision schématique divise mon activité en quatre grandes thématiques. Toutes en
lien avec l’étude de la paramécie, il est bien évident qu’elles sont largement interconnec-
tées.

— Développement et maintien de systèmes d’information. Vous verrez, dans la suite
de cet avant propos, que ce travail a occupé une grosse partie de mon activité,
notamment au début de ma carrière.

— Assemblage et annotation de génomes. Au cœur de mon activité, c’est la théma-
tique que j’ai choisi d’approfondir dans ce document de thèse. Des aspects plus
évolutifs sont étudiés en collaboration avec les laboratoires de L. Duret (LBBE de
Lyon) et M. Lynch (Indiana University puis Arizona State University aux USA).

— Étude des mécanismes épigénétiques impliqués dans la reconnaissance des sé-
quences à éliminer pendant les réarrangements. Ce sujet est traité en étroite colla-
boration avec les équipes de S. Duharcourt (IJM Paris), E. Meyer (ENS Paris) et JK
Nowak (IBB en Pologne), et fait l’objet de quelques paragraphes dans l’introduc-
tion.

— Étude des mécanismes impliqués dans les coupures d’ADN et leur réparation.
J’explore cette thématique au sein de l’équipe de M. Bétermier.

.2 Mon parcours professionnel et scientifique

Après des études de biologie cellulaire et physiologie à Jussieu (Paris 6), je me suis
orienté vers un DESS Informatique Appliquée à la Biologie (2004). Le peu d’appétence

que j’avais pour l’expérimentation "humide" et cette année de cours intensifs en informa-
tique m’ont conforté dans mon choix de travailler en bioinformatique. L’objectif de mon
stage de DESS était de développer une interface Web pour visualiser des informations
d’interactions protéine-protéine au sein de complexes (Benoit et al. 2008) 1. Heureux de
cette expérience, j’ai voulu continuer dans le domaine du développement de systèmes
d’information. En 2005, Linda Sperling propose un CDD d’un an pour la conception d’un
système d’information afin d’exploiter le génome et l’annotation d’un eucaryote unicellu-
laire appelé la paramécie. Lors de cette année, j’ai mis en place la première mouture de
ParameciumDB et découvert progressivement la paramécie et sa biologie (Arnaiz et al.
2007). Ce contrat marque également le début d’une collaboration fructueuse et enrichis-
sante avec Linda (et la paramécie).

En 2007, j’ai été recruté au CNRS en tant qu’ingénieur d’étude en systèmes d’informa-

1. Je ne suis pas auteur de l’article.

viii



tion (Branche d’Activité Professionnelle E). Jusqu’en 2009, mon activité était consacrée au
développement de bases de données. Progressivement une activité de recherche a pris de
plus en plus d’importance. Au-delà de ma volonté d’évoluer, j’imagine qu’il y a plusieurs
raisons à cette mutation. La création de ParameciumDB a été fortement connectée au sé-
quençage et à l’annotation du génome somatique de Paramecium tetraurelia (Aury et al.
2006). Avoir accès au génome entier et l’arrivée des nouvelles technologies de séquençage
ont profondément changé les méthodologies des "paraméciologues". En effet, les besoins
en bioinformatique sont devenus de plus en plus criants pour le consortium paramécie et
mes compétences ont été sollicitées pour les projets scientifiques.

.2.0.1 Développement de systèmes d’information

Le système d’information (SI) ParameciumDB (https://paramecium.i2bc.
paris-saclay.fr/) a été inauguré en août 2005 (Arnaiz et al. 2007). Il a subi

une mise à jour en 2010 (Arnaiz and Sperling 2011), puis en 2018 (Arnaiz et al. 2019).
La vocation de ParameciumDB est de stocker des informations liées à l’étude de la para-
mécie. En effet, des données génomiques, génétiques, phénotypiques, transcriptomiques,
protéomiques, bibliographiques et des informations sur les souches y sont référencées.
Avec Linda, et dès le début du projet, nous avons adhéré à la philosophie, et aux compo-
sants, du projet GMOD (Generic Model Organism Database). GMOD distribue une collection
d’outils génériques et interopérables pour gérer, visualiser, stocker et disséminer des données
génétiques et génomiques. Afin de ne pas réinventer le fil à couper le beurre, le consortium
GMOD donne accès à des outils libres et matures aux biologistes désirant exploiter leurs
données. De petites communautés, sans grosse infrastructure informatique ou moyens
financiers, peuvent profiter d’années de développement de logiciels. Pour Scott Cain (co-
ordinateur du projet GMOD) venu nous rendre visite en 2005, la communauté paramécie
et le projet ParameciumDB étaient exactement le public visé par GMOD. Au-delà des
outils incontournables comme GBrowse ou chado mis en place dans ParameciumDB, nous
avons été les premiers à déployer l’environnement (framework) GMODweb (O’Connor
et al. 2008).

Aux laboratoires de Gif-sur-Yvette, la paramécie est étudiée pour deux aspects : la gé-
nomique et les réarrangements de génome, qui sont mes champs de prédilection, et l’étude
des cils et du cytosquelette. La paramécie est un cilié, et comme son nom l’indique, elle est
tapissée de cils. La plupart des organismes présentent des cellules avec un ou plusieurs
cils. Des défauts dans la biogenèse ou le fonctionnement de ces cils entrainent des ma-
ladies humaines appelées ciliopathies. Le cil étant une structure très conservée au cours
de l’évolution, la paramécie avec 4000 cils à sa surface est un modèle très pertinent pour
l’étude de la biogénèse et du fonctionnement du cil (Gogendeau et al. 2008, Shi et al.
2017, Gogendeau et al. 2019). L’équipe dirigée par Jean Cohen, puis reprise par Anne-
Marie Tassin, étudie cette thématique à la fois chez la paramécie et chez la souris. Avec
France Koll et Jean Cohen, nous avons constaté le besoin de la communauté scientifique
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d’une base de données regroupant, et mettant en relation, un ensemble de résultats hété-
rogènes issus d’études ciliaires menées sur différents organismes. De cette observation est
née le SI Cildb (http://cildb.i2bc.paris-saclay.fr/). Pour construire Cildb, j’ai
profité du logiciel BioMart (outil GMOD) popularisé par le portail EnsEMBL (Guberman
et al. 2011, Smedley et al. 2015). Aujourd’hui, Cildb jouit d’une très bonne réputation et
est considéré comme un outil important pour les chercheurs étudiant les ciliopathies. Ce
travail a été valorisé par deux publications (Arnaiz et al. 2009; 2014). La conception de
cette base de données m’a permis d’être distingué par le cristal du CNRS en 2011.

.2.0.2 Étude du génome de la paramécie

Avant d’aborder les études menées sur la paramécie, je dois introduire quelques no-
tions sur sa biologie quelque peu exotique (plus de détails dans la section III p.51).

Comme les animaux, les ciliés séparent la lignée germinale (comme le spermatozoïde ou
l’ovule chez l’humain) de la lignée somatique (cellules formant le corps de l’organisme)
mais au sein d’une seule cellule. La figure 1A montre une paramécie avec ses deux types
de noyaux dans son cytoplasme. Un noyau germinal diploïde (micronoyau ou micronucleus
MIC) utilisé pour transmettre l’information génétique à la prochaine génération sexuelle,
et un noyau somatique (macronoyau ou macronucleus MAC) polyploïde (800n) optimisé
pour l’expression des gènes (voir Figure III.1 p.52). A chaque cycle sexuel (la figure 1B
montre deux paramécies en conjugaison), l’ancien MAC est progressivement détruit et un
nouveau MAC est généré à partir d’une copie du MIC ayant subi des réarrangements pro-
grammés de génome. Ces réarrangements comprennent une amplification d’ADN (pas-
sage d’une ploïdie de 2n à 800n) et une élimination de matériel génétique comprenant
des séquences répétées (satellites et éléments transposables) et de petites séquences non
codantes en copie unique appelées IES (Internal Eliminated Sequence).

Ma première réelle expérience de recherche a porté sur le séquençage et l’annotation
du génome MAC de Paramecium tetraurelia (Aury et al. 2006). Ce génome, d’une com-
plexité d’environ 72 Mb, est relativement atypique pour un eucaryote car il est très riche
et très dense en gènes (∼40 000 gènes codant pour des protéines et 78% du génome est
codant). Sa haute teneur en gènes peut être expliquée par des duplications globales de
génome (WGD Whole Genome Duplication). En effet, le génome de Paramecium tetraurelia a
subi aux moins trois WGD successives. La WGD la plus récente est encore très visible au
niveau nucléotidique, et coïncide avec une explosion d’événements de spéciation donnant
naissance au groupe aurelia contenant au moins 15 espèces de paramécie morphologique-
ment identiques. Nous avons également montré qu’après une WGD, beaucoup de gènes
sont maintenus en deux copies (la moitié des gènes dupliqués suite à la WGD la plus ré-
cente est encore présente en deux copies) du fait de contraintes de dosage notamment sur
les complexes protéiques. En effet, le taux de rétention des paralogues de WGD est relié
au niveau d’expression des gènes. Ces résultats ont été étudiés en utilisant une approche
de puces à ADN (Arnaiz et al. 2010) et une approche ARN-seq (Arnaiz et al. 2017).

x

http://cildb.i2bc.paris-saclay.fr/


A B

Figure 1 – Images de paramécies

A Image d’immunofluorescence réalisée par Janine Beisson montrant les cils couvrant la surface
de la paramécie ainsi que les noyaux germinaux et somatiques. B Image d’immunofluorescence en
utilisant un microscope confocale réalisée par A. Aubusson-Fleury montrant un couple de para-
mécies pendant la conjugaison. En jaune le marquage fluorescent d’une protéine ciliaire pour l’un
des partenaires, et en rouge l’immunomarquage d’une modification post-traductionnelle d’une
tubuline décorant les cils.

Parallèlement ces études transcriptomiques ont permis d’identifier des gènes différentiel-
lement exprimés pendant le cycle sexuel de la paramécie. Comme nous le verrons dans ce
manuscrit, une partie de ces gènes sont impliqués dans les processus de réarrangement
de génome (Nowacki et al. 2009, Bhullar et al. 2018, Nekrasova et al. 2019).

Les IES peuvent être intragéniques et doivent donc s’exciser précisément, pendant la
maturation du nouveau MAC, pour reformer des gènes fonctionnels. Même si ce mé-
canisme d’excision est très efficace, un certain taux d’erreur d’excision des IES persiste
parmi les 800n que compte le noyau somatique. En recherchant des incohérences entre le
génome MAC et les lectures de séquençage, nous avons pu identifier des centaines de nou-
velles IES putatives, venant s’ajouter aux 42 IES connues à l’époque (Duret et al. 2008).
L’identification de toutes les IES du génome était compliquée par le fait que l’ADN des
micronoyaux ne représente que 0.5% de l’ADN de la cellule et que la purification de ces
noyaux n’était pas maitrisée. Mais ces verrous techniques ont été levés par l’identification
de l’endonucléase impliquée dans l’élimination d’ADN. Cette protéine, appelée Pgm (Pig-
gyMac) est une transposase domestiquée d’un transposon de la famille piggyBac. Avec la
paramécie, il est possible de réaliser de l’extinction génique par ARN interférence. L’inges-
tion de bactéries exprimant des ARN double brins homologues à la région cible, entraine
la production de petits ARN (siARN). Des facteurs protéiques associés à ces siARN vont
conduire à la dégradation des ARNm du gène visé (Marker et al. 2014, Carradec et al.
2015).

Par bonheur, l’inactivation de PGM pendant les réarrangements prévient l’élimination
des régions spécifiques du MIC mais n’empêche pas l’amplification de l’ADN. Ainsi il est
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possible d’obtenir un ADN enrichi en séquences non réarrangées. J’ai établi les procédures
d’identification et de caractérisation des IES à l’échelle du génome à partir de cet ADN
(Arnaiz et al. 2012, Denby Wilkes et al. 2016). Environ 45 000 IES ont été identifiées.
Nous avons montré qu’une fraction des IES avait une homologie avec des transposons
Tc1/Mariner, ce qui validerait l’hypothèse que les IES seraient des reliques de transpo-
sons. Je me dois de nuancer légèrement cette observation, car nous avons montré qu’une
IES peut être exaptée à partir d’une séquence cellulaire originellement destinée au MAC
afin de créer une nouvelle fonction (Singh et al. 2014). L’excision ou non de cette IES
conditionne l’expression d’un gène déterminant le type sexuel, apportant la preuve de
principe qu’une IES peut avoir une fonction.

A partir de 2013, la connaissance du génome germinal a franchi une autre étape avec
la mise au point d’une méthode de purification de noyaux micronucléaires par cytométrie
de flux (FACS Fluorescence Activated Cell Sorting). Dans Guérin et al. (2017), nous avons
pu accéder aux premières véritables séquences MIC. L’assemblage, certes incomplet, a
permis d’annoter de nouveaux éléments transposables et de confirmer que toutes les IES
dépendent de PGM pour leur excision. Fort de ce succès, le séquençage de génomes MIC
(plusieurs articles en préparation) et MAC (Gout et al. 2019) de plusieurs espèces de
paramécie a été initié dans le cadre d’un grand projet de séquençage France Génomique
impliquant des équipes CNRS, INRA ainsi que le Génoscope (voir discussion C p.157).

.2.0.3 Étude des réarrangements de génome

Les IES sont invariablement bornées de deux 5’-TA-3’ et présentent un consensus très
faible aux bornes (5’-TAYAGYNR-3’). Cette information n’est pas suffisante pour re-

connaître les IES, en particulier dans un génome riche en AT (28% G+C). La question
du ciblage des régions à éliminer est une problématique cruciale. Cette reconnaissance
passe par des petits ARN de 25nt (scnARN) comparables aux piRNA. Mais contrairement
aux piRNA générés sur des "clusters" génomiques, les scnARN sont générés à partir de
tout le génome germinal (Singh et al. 2014). Dans l’introduction je décrirai le modèle
de "scanning" prônant que ces petits scnARN seraient produits à partir du génome MIC
en méiose puis comparés, par appariement de séquence, à des transcrits non-codants
produits dans l’ancien MAC (Maliszewska-Olejniczak et al. 2015, Gruchota et al.
2017). Les scnRNA correspondant aux séquences spécifiques du génome MIC, n’ayant
pas d’équivalent dans le MAC seraient transportés dans le MAC en développement pour
cibler spécifiquement les séquences homologues à éliminer grâce à un marquage épigéné-
tique (Frapporti et al. 2019). Grâce à ce « système immunitaire », la cellule se protège
contre l’invasion de tout parasite moléculaire. En effet, le MAC étant perdu à chaque cycle
sexuel, son invasion n’aurait aucune conséquence sur le patrimoine génétique transmis à
la descendance, tandis qu’un ADN étranger s’intégrant dans le génome MIC seraient éli-
miné du MAC par ce système de défense.

Afin d’éliminer les séquences, l’endonucléase Pgm, aidée par des co-facteurs, réalise
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une cassure double brin (CDB) de l’ADN (Bischerour et al. 2018). Ces CDB ont lieu à
chaque extrémité des IES et sont réparées par les acteurs de la voie NHEJ (Non Homologous
End Joining) de réparation des CDB de l’ADN (Marmignon et al. 2014). Avec 45000 IES
il faut imaginer 90000 CDB (par génome haploide) à introduire et à réparer dans une
fenêtre de temps réduite. Ce mécanisme complexe doit être à la fois précis, efficace et
rapide. Dans l’équipe de Mireille Bétermier, nous étudions les facteurs impliqués à la fois
dans la coupure et dans la réparation de l’ADN.

.3 Pourquoi faire une thèse ?

Depuis presque 15 ans, je travaille en lien avec la recherche sur la paramécie, ce qui
me permet de rencontrer et de collaborer avec de nombreuses personnalités scien-

tifiques. Toutes ces années n’ont en rien érodé la passion que j’ai pour mon activité. Les
membres de mon équipe et mes collaborateurs m’ont fait confiance et m’ont donné l’occa-
sion d’évoluer dans mon métier et dans mes responsabilités. Cette dynamique me permet
d’avoir une activité variée (recherche, encadrement, rédaction, ... ) et d’apprendre tous les
jours. De plus, la paramécie est un modèle d’étude palpitant nous réservant des surprises
quotidiennement.

Le co-encadrement de la thèse de Cyril Denby Wilkes (2014) m’a donné envie de
soutenir une thèse moi-même. Je pense avoir atteint un stade de ma carrière où j’ai besoin
de prendre du recul sur mon activité de recherche. Une thèse est l’opportunité idéale
d’avoir une réflexion sur mon parcours scientifique. Présenter une thèse de doctorat dans
le cadre de la Valorisation des Acquis et Expérience (VAE) est donc l’occasion parfaite.

.4 Ma thématique et l’organisation du manuscrit

Mon métier de bioinformaticien m’a donné l’occasion de travailler sur beaucoup de
thématiques scientifiques différentes. Présenter l’ensemble de mon travail dans un

même manuscrit aurait été très compliqué. J’ai donc choisi de baser ce document et ma
réflexion sur mes travaux directement reliés à l’annotation de génome de paramécie. J’ai
œuvré à l’amélioration des chaines de procédures pour l’annotation des gènes d’un gé-
nome de paramécie (Arnaiz et al. 2017). J’ai également caractérisé et étudié les IES à
l’échelle du génome pour l’espèce Paramecium tetraurelia (Arnaiz et al. 2012). J’ai co-
développé le logiciel ParTIES pour quantifier l’efficacité d’excision des IES et détecter les
erreurs d’excision (Denby Wilkes et al. 2016). En 2017, nous avons publié le premier as-
semblage MIC et ce génome a permis d’annoter manuellement de nouveaux ET (Guérin
et al. 2017). Nous avons montré qu’il existait un lien évolutif entre les IES et les ET (Ar-
naiz et al. 2012). De plus, je participe à l’annotation des ET de génomes MIC de plusieurs
espèces de paramécies qui va compléter notre connaissance et notre vision des IES et des
ET (voir discussion C p.157).

xiii



Pour moi, le manuscrit d’une thèse en VAE ne peut pas être construit comme un ma-
nuscrit de thèse classique. Je pense notamment à l’élaboration de l’introduction. A mon
sens, la différence vient probablement du fait que le travail s’étale sur une fenêtre de temps
plus longue. La science avançant, ce qui est "résultat" aujourd’hui devient "introduction"
le lendemain. C’est la raison pour laquelle, dans un but didactique, mon introduction pré-
sentera des éléments que vous retrouverez dans mes résultats, conduisant inévitablement
à une certaine forme de redondance.

Étant bioinformaticien et ayant vécu l’évolution de la génomique de la paramécie liée
à l’arrivée des technologies de séquençage à haut débit (ou NGS pour Next Generation Se-
quencing), j’ai choisi d’adopter une vision méthodologique pour mon introduction. Celle-ci
est divisée en trois chapitres. Abordant des concepts biologiques assez généraux, le cha-
pitre I (p.3) présente l’organisation et la composition des génomes eucaryotes, ainsi qu’une
réflexion sur l’évolution des technologies de séquençage et l’impact significatif sur les mé-
thodes pour obtenir les séquences de génomes entiers. Le chapitre II (p.31) est dédié aux
méthodes d’annotation des gènes et des ET. Et enfin, le chapitre III (p.51) est consacré
aux génomes des ciliés et plus particulièrement celui de la paramécie. Les résultats (p.89)
reposent sur quatre publications relatives à l’annotation de génomes chez la paramécie
(Arnaiz et al. 2012; 2017, Denby Wilkes et al. 2016, Guérin et al. 2017). Avant chaque
article, je contextualiserai et résumerai les messages importants, et j’expliquerai pourquoi
j’ai choisi de l’intégrer dans ce manuscrit. Dans la partie discussion et perspectives (p.157),
j’exposerai des éléments de réflexion sur l’évolution de la génomique de la paramécie et
j’énoncerai quelques uns de mes objectifs scientifiques pour les prochaines années.
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Chapitre I

Les génomes eucaryotes

I.1 Caractéristiques des génomes eucaryotes

Mon travail de thèse porte sur l’annotation de génomes eucaryotes et plus particuliè-
rement l’annotation du génome d’un cilié : la paramécie. Avant de définir où se

placent phylogénétiquement les ciliés au sein des eucaryotes (voir section III (p.51)), il est
important de définir ce qu’est un eucaryote. Les eucaryotes sont des organismes uni- ou
pluri-cellulaires avec un compartiment nucléaire entouré par une membrane. Générale-
ment, les cellules eucaryotes contiennent un organite mitochondrial, siège des voies respi-
ratoires et énergétiques. Les plantes et les algues peuvent contenir des chloroplastes, lieu
de la photosynthèse. Il y a environ 1.5 à 2 milliards d’années, des cyano- et eu-bactéries
auraient été intégrées par endosymbiose aux cellules eucaryotes primitives (probablement
des archées) pour donner les mitochondries et les chloroplastes (respectivement). Les mi-
tochondries et les chloroplastes contiennent donc leurs propres séquences génomiques.
Dans ce manuscrit, je vais me focaliser sur l’annotation des génomes nucléaires des orga-
nismes eucaryotes.

I.1.1 Phylogénie

En 1977, à l’aide d’études sur l’ARN ribosomique, Woese et al. (1990) ont décomposé
le vivant en trois domaines : les bactéries, les archées et les eucaryotes. L’Empire

eucaryote était divisé en cinq règnes : les protozoaires, les chromistes, les plantes, les
champignons et les animaux. Aujourd’hui les eucaryotes sont classifiés en cinq super-
groupes majeurs : SAR (avec les stramenopiles, les alvéolés, rhizaria, ...), Archaeplastida
(plantes, algues,...), Excavata (flagellés), Amoebozoa (amibes, moisissures, ...) et les Opis-
thokonta (animaux, champignons, choanoflagellés, ...) (Adl et al. 2012). La figure I.1 (p.4)
montre les liens phylogénétiques entre ces groupes d’espèces. Les ciliés sont des alvéolés
dans le super-groupe des SAR (Figure III.2 p.54 et la section correspondante pour plus
de détails). Reconstruire l’histoire évolutive de la vie est une tâche ardue. Elle passe par
une classification des espèces les unes par rapport aux autres. Classiquement des mé-
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4 Chapitre I. Les génomes eucaryotes

thodes de génomique comparative sont utilisées. Cependant, nous n’avons accès qu’aux
génomes d’une infime partie des organismes eucaryotes présents sur notre planète. De
plus, ces organismes sont largement biaisés vers des organismes multicellulaires ayant
divergé il y a seulement 550 millions d’années, alors que la vie serait apparue il y a ∼3
milliards d’années (Hugenholtz et al. 2016). Représentant la grande majorité de la bio-
diversité, les microorganismes sont parfois très difficiles à cultiver en laboratoire et donc
à étudier. Aujourd’hui, les études métagénomiques sont aidées par une modernisation
des techniques de biologie moléculaire et de séquençage (exemple le projet TARA Océan
(Carradec et al. 2018)). Obtenir les génomes d’espèces représentatives de la diversité
biologique permettra d’affiner les arbres phylogénétiques et de corriger les erreurs taxo-
nomiques (Adl et al. 2019). Des efforts concertés de la part des experts scientifiques sont
réalisés pour synthétiser et intégrer au mieux l’ensemble des données (Ruggiero et al.
2015). Par exemple, la communauté scientifique s’intéressant aux ciliés a établi un guide
de recommandations des meilleures pratiques à adopter pour l’étude de la biodiversité,
facilitant l’identification de nouvelles espèces (Warren et al. 2017).

Figure I.1 – Arbre phylogénétique des eucaryotes

Classification des eucaryotes les divisant en cinq super-groupes principaux d’espèces. Les SAR, les
Archaeplastida, les Excavata, les Amoebozoa et Opisthokonta. Figure tirée de Adl et al. (2012).
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I.1.2 Taille des génomes

Les organismes ont des tailles de génome très diverses. La taille d’un génome est dé-
finie par le nombre de nucléotides (ou bases) qui composent son génome haploïde,

ou par une valeur "C" en pg d’ADN (1 pg équivalent à 978 Mb). La "complexité" d’un
organisme (terme vague je l’admets) n’est pas corrélée à la taille de son génome. Illustré
par la figure I.2 (p.5), certaines plantes ont des génomes beaucoup plus grands que le
génome humain. Ce paradoxe de la valeur "C" peut s’expliquer par la présence de plus
ou moins de séquences non-codantes ou répétées dans les génomes mais également par
des événements de polyploïdisation.

Figure I.2 – Schéma représentant les gammes de taille de génome

Dans un même groupe d’organismes les tailles de génomes peuvent varier de façon importante.
La "complexité" de l’organisme n’est pas reliée à la taille de son génome. Figure tirée et modifiée
du site http ://book.bionumbers.org/how-big-are-genomes/

A titre d’exemple, le génome hexaploïde du blé tendre (Triticum aestivum) est de 16 Gb,
alors que l’homme n’a qu’un génome de 3.2 Gb. La plante Paris japonica a un génome de
150 Gb, un des génomes les plus grands connus (Pellicer et al. 2010). Et l’historiquement
célèbre petit pois de Gregor Mendel a un génome diploïde 1.5 fois plus grand que le
génome humain (4.5Gb), notamment dû à beaucoup de séquences hautement répétées
(Kreplak et al. 2019). Le nombre de gènes codants n’est pas non plus relié à la taille du
génome. Le nématode Caenorhabditis elegans compte environ 20 000 gènes pour un génome
de 100 Mb, alors que l’homme a le même nombre de gènes mais un génome de 3 Gb (Table
I.1 p.6). Bien évidemment, il faut relativiser ces observations sur le nombre de gènes
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compte tenu de l’épissage alternatif introduisant une diversité de protéines produites très
importante, et notamment chez l’humain.

Groupe Espèce Taille de gé-
nome

Nombre de
gènes codants

Nombre de
chromosomes
haploïdes

Bactérie E. coli 4.6 Mb 4300 1
Champignon S cerevisiae 12 Mb 6600 16

Protiste P. tetraurelia 100 Mb 40000
?

Plante A. thaliana 140 Mb 27000 5 (2n)
P. japonica 150 Gb

?
20 (2n)

Insecte D. melanogaster 140 Mb 14000 4 (2n)
Nématode C. elegans 100 Mb 20000 6 (2n)

Poisson F. rubripes (fugu) 400 Mb 19000 22
Mammifère H. sapiens 3.2 Gb 21000 23 (2n)

Table I.1 – Taille de génomes et nombre de gènes pour plusieurs organismes

Le tableau rapporte la taille de génome, le nombre de gènes codants et le nombre
de chromosomes pour une variété d’organismes. Informations tirées en partie du site
http ://book.bionumbers.org/how-big-are-genomes/
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I.2 Organisation des génomes eucaryotes

I.2.1 Structure des chromosomes

Le génome d’un organisme est l’ensemble des molécules d’ADN différentes contenues
dans chacune de ses cellules. La double hélice d’ADN est compactée sous forme de

chromosome(s). Alors que les procaryotes ont leur matériel génétique organisé dans un
(ou plusieurs) chromosome généralement circulaire, les génomes eucaryotes se structurent
sous la forme de chromosome(s) linéaire(s) (Figure I.3 p. 8). Les télomères marquent les
extrémités des chromosomes. Les télomères sont généralement des séquences non co-
dantes, hautement répétées et ont un rôle protecteur des chromosomes. Sans télomères,
la cellule perdrait de l’information génétique à chaque cycle de réplication car l’ADN po-
lymérase ne peut pas copier les derniers nucléotides aux extrémités. Quand les télomères
deviennent trop courts, la cellule entre en sénescence : c’est le vieillissement cellulaire. Ai-
dées par une amplification particulièrement importante des séquences télomériques chez
les ciliés, Greider and Blackburn (1985) ont découvert, chez Tetrahymena, l’existence de
la télomérase impliquée dans la synthèse des télomères et donc la protection des chromo-
somes (E. Blackburn et C. Greider ont obtenu le prix Nobel de physiologie ou médecine
en 2009 avec J. Szostak). Les chromosomes possèdent également des centromères compo-
sés de séquences répétées. Pendant la mitose, les centromères permettent l’assemblage du
kinétochore pour séparer les chromosomes dans les cellules filles. Il existe deux types de
centromères. Chez l’humain, le centromère monocentrique occupe une région spécifique
du chromosome. Au contraire, les centromères holocentriques sont répartis sur plusieurs
zones du chromosome (par exemple chez C. elegans) (Plohl et al. 2014).

L’ADN nucléaire des cellules eucaryotes est enroulé autour d’octamères d’histones
(deux copies des histones H2A, H2B, H3 et H4) formant le nucléosome, unité de la chro-
matine (Figure I.4 p.9). Un variant de l’histone H3 (CenH3) est utilisé pour enrouler
l’ADN centromérique (Black and Bassett 2008). Par cytologie, on peut distinguer deux
types de chromatine. L’euchromatine est peu compacte et l’ADN est assez accessible aux
machineries cellulaires. En général, ces régions correspondent à des régions transcrites et
donc des gènes exprimés. A l’inverse, l’hétérochromatine est très compacte et l’ADN y
est peu accessible aux polymérases. Ces régions, transcriptionellement inactives, sont en
général pauvres en gènes et riches en séquences répétées (Figure I.4 p.9).
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Figure I.3 – Les niveaux de compaction de l’ADN dans une cellule eucaryote

Tiré du site https ://fr.wikipedia.org/wiki/Chromosome

L’héterochromatine et l’euchromatine se distinguent par des contextes épigénétiques
différents. En plus de la méthylation de l’ADN, les histones peuvent etre modifiées post-
traductionnellement par l’ajout de groupements sur leurs queues N-terminales non struc-
turées. Les principales marques d’histones sont la méthylation, l’acétylation, la phospho-
rylation et l’ubiquitination. Ces modifications peuvent se positionner sur des résidus dif-
férents de la queue d’histone et avec un nombre variable de groupements. Par exemple,
une mono-méthylation, une di-méthylation ou une tri-méthylation sont possibles sur les
lysines 9 et 27 de l’histone H3. Suivant les marques, la structure chromatinienne change,
et donc l’accessibilité de l’ADN aux machineries cellulaires, définissant ainsi un véritable
code des histones (Strahl and Allis 2000). L’hétérochromatine constitutive est marquée
par la di- et tri-méthylation de l’histone H3 sur la lysine 9 (H3K9me2 et H3K9me3) alors
que l’acétylation est caractéristique de l’euchromatine dite "ouverte". Au sein de l’euchro-
matine, les gènes inactifs sont marqués par une tri-méthylation de la lysine 27 (H3K27me3)
(Barski et al. 2007). La méthylation de la lysine 4 de l’histone H3 (H3K4me) est plutôt
localisée au début des gènes et marque les sites de début de transcription (Santos-Rosa
et al. 2002). Une haute densité en H3K36me3 indique la fin des gènes actifs. Enfin, la
monométhylation de H3K4, H3K9, H3K27, H4K20 et H2BK5 pointe les régions transcrites
activement (Schones and Zhao 2008).
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Figure I.4 – Modèle du marquage épigénétique des chromosomes humains

Les chromosomes sont divisés en régions accessibles (euchromatine), et faiblement accessibles
(hétérochromatine). L’hétérochromatine est marquée par la di- et triméthylation de l’histone H3 sur
la lysine 9 (H3K9me2 et H3K9me3). La méthylation de l’ADN est présente à travers tout le génome
sauf sur la plupart des îlots CpG, les promoteurs et éventuellement les séquences régulatrices.
La marque H3K27me3 est présente sur de larges domaines comprenant des gènes inactifs. Les
modification H3K4me3, H3K4me2, H3K4me1 ainsi que l’acétylation du variant H2A.Z marquent
les sites de début de transcription. Enfin la monométhylation de H3K4, H3K9, H3K27, H4K20 et
H2BK5 marque les régions transcrites activement, avec un pic à l’extrémité 5’ des gènes, alors que
la triméthylation de H3K36 marque leur extrémité 3’. Figure tirée de Schones and Zhao (2008).
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I.2.2 Organisation génétique

Le génome d’un organisme est l’ensemble de son ADN pouvant être décrit sous la forme
de séquence(s). Avoir la séquence d’un génome n’est que la première étape. Décrypter

l’information qu’il code est essentiel. Autrement dit, il faut l’annoter. L’annotation de
génome étant au cœur de mon travail et de ce manuscrit, il est important de décrire
les éléments à annoter. Dans cette section, je vais découper les éléments composant les
génomes en deux parties : les séquences répétées telles que les satellites ou éléments
transposables et les gènes, qu’ils soient codants ou non.

I.2.2.1 Les éléments répétés

Les génomes procaryotes sont constitués essentiellement de gènes codants (87% codant
pour E coli). A l’inverse les génomes eucaryotes contiennent, en général, beaucoup

moins de régions codantes (70% S cerevisiae, 28% A thaliana et 1.3% codant pour H sapiens).
Les séquences non codantes regroupent notamment les séquences répétées, les régions
intergéniques et les séquences interrompant les régions codantes et devant être épissées
lors de la maturation des transcrits (voir section I.2.2.2 p.12).

Les régions répétées peuvent occuper une grande proportion des génomes. En effet,
plus de 50% du génome humain est composé de séquences répétées (Jurka et al. 2007).
Pour Richard et al. (2008), les séquences répétées sont classées en deux familles : les
répétitions en tandem et les répétitions dispersées dans les génomes (Figure I.5 p. 11).
Les répétitions en tandem intègrent les gènes paralogues en tandem, les satellites (mi-
nisatellites et microsatellites) (Walker 1971) et les répétitions de l’ADN ribosomal. Les
répétitions dispersées regroupent les éléments transposables, les tRNA, des gènes para-
logues et certains pseudogènes. De plus, des événements dramatiques comme les dupli-
cations globales de génome engendrent une forme de répétition (la section III.3.4 p.85 est
consacrée aux duplications globales de génome (WGD pour Whole Genome Duplication),
caractéristiques des génomes de paramécies) .

Les satellites sont des séquences répétées en tandem pouvant atteindre plusieurs mil-
lions de paires de bases. Les centromères et télomères, et plus généralement l’hétérochro-
matine, sont composés de satellites. Suivant la taille de l’unité de répétition, elles sont
cataloguées en micro- ou mini-satellites. Les microsatellites sont des répétitions contiguës
d’un motif de 1 à 6 nucléotides (ou 1 à 12 nucléotides selon les sources). Il en existe
plusieurs milliers d’occurrences dans les génomes (1 818 chez S. cerevisiae, ∼38 000 pour
A. thaliana et ∼253 000 microsatellites chez H. sapiens) (Richard et al. 2008). Ils sont
très utilisés comme marqueurs génétiques chez l’humain. Les minisatellites sont des ré-
pétitions de 10 à 500 paires de bases. On les retrouve à plusieurs centaines ou milliers
d’occurrences dans les génomes (113 chez S. cerevisiae, ∼720 pour A. thaliana et ∼6 000
minisatellites chez H. sapiens) (Richard et al. 2008). Majoritairement non fonctionnels,
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Figure I.5 – Les types de séquences répétées et leurs mécanismes d’évolution

Les deux principales catégories d’éléments répétés (répétitions tandem et répétées dispersées) sont
présentées, ainsi que les sous-catégories, comme décrit dans le texte. Les flèches bleues indiquent
les mécanismes moléculaires impliqués dans la propagation et l’évolution de séquences répétées.
REP, glissement de réplication ; GCO, conversion de gène ; WGD, duplication du génome entier ;
SEG, duplications segmentaires ; RTR, transcription inverse ; TRA, transposition Figure tirée de
Richard et al. (2008).
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certains minisatellites ont pourtant un rôle dans la régulation transcriptionnelle des gènes
(Kennedy et al. 1995).

Les éléments transposables (ET), aussi appelés transposons, sont des éléments géno-
miques pouvant migrer d’un locus à un autre de manière plus ou moins autonome.
Récompensée par un prix Nobel en 1983, B. McClintock a découvert les éléments mo-
biles lors de ses études cytogénétiques sur le maïs dans les années 1930-1940, bien avant
l’avènement des approches de biologie moléculaire (McClintock 1950). Leurs séquences
peuvent contenir un gène codant pour une transposase ou une intégrase, permettant leur
déplacement dans les génomes. Les ET, aussi qualifiés de parasites moléculaires, peuvent
occuper une proportion importante des génomes. Par exemple, 45% du génome humain
est constitué d’ET (Jurka et al. 2007). Bien que délétères en cas d’insertion dans un
gène essentiel, ces éléments sont également considérés comme un des moteurs de l’évolu-
tion et de la biodiversité des espèces (Platt et al. 2018). Les organismes ont trouvé des
moyens de contrôler la transposition des ET, notamment via une hétérochromatinisation
des séquences (voir section I.2.1 p.8). N’étant pas sous pression sélective les copies d’ET
accumulent énormément de mutations, les rendant compliquées à détecter. Les ET sont
catégorisés en deux classes suivant le type de molécule qu’ils utilisent pour se mobiliser
(Finnegan 1989). Les ET de classe I, aussi appelés retroélements ou rétrotransposons, uti-
lisent un intermédiaire ARN pour transposer selon le principe du "copier-coller". Après
transcription et retro-transcription, ces éléments s’intègrent dans un nouveau locus. Les ET
de classe II utilisent un intermédiaire ADN pour transposer. Les ET de classe II les plus
étudiés transposent selon le principe du "couper-coller". En effet, ces éléments s’excisent
de leur locus d’origine, en laissant plus ou moins de cicatrices, témoin de leur passage,
et colonisent d’autres loci. Une classification unifiée des ET a été proposée par Wicker
et al. (2007) basée sur la structure des éléments et leurs mécanismes de transposition.
Les différentes classes et familles d’ET seront décrites avec plus de détails dans la section
II.2 (p.42).

I.2.2.2 Les gènes

Précédemment, nous avons vu que les séquences répétées, globalement non codantes,
pouvaient occuper une grande proportion des génomes. Pourtant, la partie codante,

n’occupant qu’1% du génome humain, est d’un intérêt tout particulier car l’expression des
gènes codants détermine le phénotype de l’organisme. D’après Gerstein et al. (2007),
un gène est une union de séquences génomiques codant pour un ensemble cohérent de
produit(s) fonctionnel(s). Il existe une variété de types de gènes. Dans les paragraphes
suivants, je vais différencier les gènes non-codants, les gènes codants et les pseudogènes.
Même si ces descriptions resteront brèves et un peu scolaires, il me paraissait important
de définir les éléments que j’annote.



I.2. Organisation des génomes eucaryotes 13

Les gènes non codants sont transcrits mais ne codent pas pour des protéines. La très
grande majorité de ces transcrits ont un rôle fonctionnel (Eddy 2001). Les ARN de transfert
(ARNt) traduisent l’information des triplets de codon de l’ARNm en acides aminés. Les
ARN ribosomiques (ARNr), représentant 80% de l’ARN total de la cellule, sont au cœur de
l’ossature du ribosome, un complexe ribonucléoprotéique. Les snoARN (Small Nucleolar
RNA) ont une fonction dans les nucléoles et les snRNA (Small Nuclear RNA) dans le
spliceosome pour épisser les introns de l’ARN primaire. Les microARN (miARN) d’une
vingtaine de nucléotides ont des rôles dans la régulation des ARN (Ambros 2001).

Les gènes codants La figure I.6 (p. 14) schématise la structure d’un gène codant euca-
ryote (Shafee 2017). Un brin d’ADN est transcrit dans le sens 5’ vers 3’ par l’ARN poly-
mérase II. Un gène codant est composé d’un cadre ouvert de lecture (ORF Open Reading
Frame) et de séquences régulatrices. Sans rentrer dans des détails sémantiques, aujour-
d’hui, et notamment en bioinformatique, une ORF est définit préférentiellement comme
une séquence séparée par deux codons terminateurs (discuté par Sieber et al. (2018)),
alors que la séquence codante (ou CDS pour CoDing Sequence) démarre par un codon
initiateur et se finit par un codon terminateur.

Les séquences régulatrices, localisées aux extrémités du gène, sont composées d’une
région promotrice et de séquences activatrices ou répressives. Ces dernières peuvent être
éloignées du gène et modulent l’activité des promoteurs. Le promoteur, situé à l’extrémité
5’ de la CDS, est constitué d’une partie principale et d’une partie proximale. Le promo-
teur principal fixe l’ARN polymérase et définit le site de départ de la transcription (TSS
Transcription Start Site). Il peut contenir des motifs de type TATA ou CCAAT à environ
20-30 paires de base en amont du TSS. La région proximale du promoteur se lie à des fac-
teurs de transcription modifiant l’affinité du promoteur principal pour l’ARN polymérase
(Juven-Gershon et al. 2008, Haberle and Stark 2018). Les facteurs de transcription
régulent la transcription des gènes en fonction du stade cellulaire ou du type cellulaire
(Andersson et al. 2015). La partie transcrite du gène est composée d’exons et d’introns
pour générer une molécule de pré-ARN messager. Après épissage des introns, seuls les
exons seront retenus dans l’ARN messager mature (Matera and Wang 2014). Une coiffe
est ajoutée en 5’ et une queue de poly-adénosine en 3’, stabilisant la molécule (Wu and
Brewer 2012).

Après transport dans le cytoplasme, la traduction de l’ARNm débutera au codon ini-
tiateur (ou codon start) (en général une méthionine) et se finira au codon terminateur
(ou codon stop). Grâce aux ARNt, chaque codon (triplet de nucléotides) va correspondre
à un acide aminé. En revanche, un acide aminé se rapporte à plusieurs codons (le code
génétique). Tous les codons, codant pour le même acide aminé, ne sont pas retrouvés
aux mêmes fréquences dans les séquences. Ce biais d’utilisation de codons varie d’une
espèce à une autre et peut également varier entre gènes d’un même organisme. En effet,
il est connu que l’usage des codons a des implications fonctionnelles pour le contrôle de
la traduction et l’expression des gènes (Quax et al. 2015). Il faut aussi noter que tous
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Figure I.6 – Structure d’un gène

La structure d’un gène eucaryote codant pour une protéine. La séquence régulatrice contrôle
quand et où l’expression se produit pour la région codant pour la protéine (rouge). Les régions
promotrices et activatrices (jaune) régulent la transcription du gène en un pré-ARNm modifié
pour éliminer les introns (gris clair) et ajoutent une coiffe 5 ’et une queue poly-A (gris foncé). Les
régions non traduites 5 ’et 3’ de l’ARNm (bleu) régulent la traduction dans le produit protéique
final. Figure tirée de Shafee (2017)
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les organismes n’utilisent pas le même code génétique (Osawa et al. 1992, Jukes and
Osawa 1993). Une douzaine de codes alternatifs sont répertoriés. Par exemple, le génome
mitochondrial des vertébrés utilise des codons terminateurs différents du génome nu-
cléaire (Barrell et al. 1979). Le génome nucléaire de la paramécie utilise le code "The
Ciliate, Dasycladacean and Hexamita Nuclear Code" (numéro 6) et sa mitochondrie le code
"The Mold, Protozoan, and Coelenterate Mitochondrial Code and the Mycoplasma/Spiroplasma
Code" (numéro 4) (Caron and Meyer 1985, Preer et al. 1985, Pritchard et al. 1990).
Dans le code génétique utilisé par les ciliés, il n’existe qu’un seul codon initiateur (ATG
pour la Méthionine) et un seul codon terminateur (TGA).

Les exons non traduits ou UTR (UnTranslated Region) contiennent des éléments régula-
teurs (Wu and Brewer 2012). La séquence 3’UTR participe à la signalisation de la fin de la
transcription à l’ARN polymérase. La séquence 5’UTR lie le ribosome pour la traduction.
De plus, les protéines peuvent être maturées par des modifications post-traductionnelles
(acétylation, biotinylation, méthylation, ...) altérant ou modifiant leurs fonctions. Le code
des histones de la section I.2.1 (p.8) en est un exemple. Il est vrai que la figure I.6 (p.
I.6) est une vision simplifiée du gène. En effet deux gènes peuvent se chevaucher, no-
tamment au niveau des séquences régulatrices. De plus, l’épissage alternatif (Kornblihtt
et al. 2013) et le trans-épissage (Lasda and Blumenthal 2011, Matera and Wang 2014)
participent à la diversité des molécules produites par un gène.

Les pseudogènes ne produisent pas de protéines, en raison de la présence de codons
stop interrompant leurs phases ouvertes de lecture ou à un changement de phase de lec-
ture suite à des InDels (Ohno 1972). Les séquences des pseudogènes, n’étant plus sous
pression sélective, s’éloignent progressivement de la composition de l’ADN codant et se
rapprochent d’une séquence aléatoire (Echols et al. 2002). Comme les élements transpo-
sables, plus le pseudogène accumule des mutations, plus son identification sera difficile.
Il existe deux classes de pseudogènes. Les pseudogènes processés (Vanin 1985) sont issus
de la retrotranscription d’un ARNm par une reverse transcriptase de transposon (le plus
souvent d’un rétrotransposon de type LINE). L’ADN codant est ensuite intégré dans le gé-
nome. Par définition, ces gènes sont dépourvus d’introns et de séquences régulatrices. Ces
rétropseudogènes sont considérés comme des séquences répétées (voir figure I.5 dans la
section I.2.2.1 p.10). Les pseudogènes non processés sont issus d’une duplication de gène.
La plupart des pseudogènes n’ont pas de fonction mais plusieurs études ont démontré un
possible rôle des pseudogènes dans la régulation de l’expression et la fonction des gènes
(Balakirev and Ayala 2003, Pavlicek et al. 2006, Kovalenko and Patrushev 2018).
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I.3 Séquençage et assemblage de génomes

J’ai commencé à faire de la génomique à partir de 2006. En 2007, j’ai vécu l’arrivée des
nouvelles technologies de séquençage (NGS pour Next Generation Sequencing). Cette

révolution a profondément changé mon activité. C’est la raison pour laquelle je trouvais
intéressant de consacrer une partie de ce manuscrit à l’évolution des technologies de
séquençage et à l’impact qu’elle a eu sur les études génomiques. Un petit zoom sera fait
sur l’épopée du séquençage du génome humain.

I.3.1 Impact de l’évolution des technologies de séquençage

Le séquençage détermine l’ordre des nucléotides dans une molécule d’ADN. En 1977, la
méthode de séquençage révolutionnaire Sanger a été utilisée pour séquencer l’ADN

simple brin du premier génome d’un bactériophage (Sanger et al. 1977). Aujourd’hui,
les technologies de séquençage nous permettent d’accéder à de petits génomes complets
très simplement. Pourtant, et même si les techniques se sont largement améliorées, les
génomes plus imposants restent encore compliqués à obtenir. Pour séquencer ces grands
génomes, l’ADN est fragmenté par des méthodes chimiques ou physiques. Deux stratégies
peuvent être utilisées avant le séquençage : l’ordonnancement hiérarchique ou l’approche
globale. L’approche par ordonnancement hiérarchique trie les fragments clonés dans des
vecteurs par hybridation spécifique ou par profil de restriction. Très utile pour les grands
génomes, cette approche permet aux grands consortiums de se répartir le travail. L’ap-
proche de séquençage globale (WGS pour Whole Genome Shotgun) n’implique pas de trier
les fragments avant le séquençage (Staden 1979). Plusieurs banques de fragments aléa-
toires d’ADN sont générées. Des logiciels, appelés assembleurs, réalisent un traitement
bioinformatique classant et ordonnançant les fragments aléatoires produits et reconsti-
tuent la séquence et la structure du génome d’intérêt (voir section I.3.3 p.26). Popularisée
par le projet de séquençage du génome humain, l’approche WGS est probablement la plus
employée aujourd’hui.

Le projet du génome humain est lancé dans les années 1990 par un consortium inter-
national de laboratoires. Les scientifiques se répartissent les tâches et utilisent des cartes
génétiques d’ordonnancement des 23 chromosomes humains. En 1998, Craig Venter fonde
une entreprise privée (Celera genomics) et acquiert de nombreux séquenceurs. Avec la mé-
thode WGS, moins chère et plus rapide, il clame qu’il décryptera le génome en quelques
années. La course commence entre le consortium international et Celera Genomics. La
même année, les deux versions des séquences brutes sont publiées dans Nature (Lander
et al. 2001) pour le consortium public et dans Science (Venter et al. 2001) pour Celera
genomics. Je présume que la course a été remportée par le consortium international car
Celera Genomics a avoué s’être appuyée sur des données mises à disposition par le consor-
tium public. Toujours est-il, l’approche de Venter et ses collègues sera promise à un grand
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avenir. En 2003, avec une version finalisée de l’assemblage, la fin du projet de séquen-
çage du génome humain est annoncée (International Human Genome Sequencing
Consortium 2004). Et des projets comme ENCODE (Consortium 2004) (Encyclopedia of
DNA Elements) voient le jour pour identifier les éléments fonctionnels du génome humain.

La méthode de séquençage Sanger génère des milliers de fragments (ou lectures) de
plusieurs centaines de bases de longueur (Sanger et al. 1977). En 2007, les technologies
de séquençage de seconde génération apparaissent. Ces technologies NGS sont basées sur
une parallélisation massive des procédures, faisant entrer la biologie dans l’ère des Big
Data. En comparaison à la méthode Sanger, ces nouvelles méthodes génèrent un nombre
de lectures courtes beaucoup plus important, et à moindre coût. Par exemple, le projet de
séquençage du génome humain, utilisant un séquençage de type Sanger, a couté environ
3 milliards de dollars sur dix ans. Aujourd’hui en trois jours et pour 1000 dollars, on
peut re-séquencer le génome humain. La figure I.7 (p. 17) illustre l’évolution du coût
de séquençage par mégabase d’ADN. La droite blanche sur la figure I.7 présente la loi de
Moore, qui décrit l’évolution de la puissance informatique en fonction du prix, caractérisée
par un doublement tous les deux ans. En 2007, la chute drastique du coût de la base
séquencée correspond au remplacement des séquenceurs Sanger par des séquenceurs de
seconde génération. A partir de cette date, les technologies de séquençage évoluent plus
rapidement que la puissance informatique.

Figure I.7 – Évolution du coût de sequençage d’une base d’ADN au cours du temps

Données issues du National Human Genome Research Institute (NHGRI)

Plus récemment, des technologies de séquençage de troisième génération ont vu le
jour (Schadt et al. 2010). Elles génèrent des séquences beaucoup plus longues et avec un
débit aussi important que les technologies de seconde génération. La baisse du coût de
séquençage de 2015 sur la figure I.7 (p. 17) cadre avec l’essor de ces nouvelles méthodes.
Cependant, ces techniques souffrent encore d’un inconvénient de taille : le taux d’erreur
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de séquençage. En effet, le taux d’erreurs varie entre 5 et 15% suivant les technologies,
contre <1% pour les NGS de deuxième génération (voir Table I.2 p.19). En constante
évolution, ce problème va probablement être amélioré dans un futur proche (Heather
and Chain 2016).

La chute du coût de séquençage a eu un impact important sur le nombre de projets de
séquençage de génomes. La figure I.8 (p. 18) montre l’évolution exponentielle du nombre
de bases assemblées et disponibles dans les bases de données publiques. La Table I.2
(p.19) référence les 8832 génomes eucaryotes accessibles, avec 26% d’animaux, 54% de
champignons, 10% de plantes et 8% de protistes. Même si les champignons sont particu-
lièrement bien représentés, ils n’occupent que 4% de la complexité assemblée, alors que
les mammifères en occupent 45%. Avoir accès au génome d’une espèce devient si aisé que
les scientifiques peuvent maintenant s’intéresser à la variabilité entre individus au sein
d’une même espèce. En effet, un assemblage de génome n’est qu’une séquence consensus
de plusieurs individus d’une espèce ou la séquence d’un individu d’une espèce. En étu-
diant la variabilité entre individus, les chercheurs peuvent relier la constitution génétique
à la susceptibilité d’avoir une maladie. A titre d’exemple, le projet international des 1000
Genomes a séquencé les génomes de 2500 humains afin de cataloguer les variations gé-
nétiques entre populations (1000 Genomes Project Consortium et al. 2010, Sudmant
et al. 2015).
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Figure I.8 – Évolution du nombre de nucléotides assemblés et disponible au NCBI

Les courbes rouge pour les eucaryotes et bleue pour les procaryotes montrent l’évolution exponen-
tielle du nombre de nucléotides assemblés contenus dans les bases de données. Données issues du
NCBI en juillet 2019
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Groupe Sous groupe Nombre de génomes Taille cumulée de génome (Mb)
Animaux Mammifères 722 1 656 250

Insectes 626 233 814
Poissons 317 266 617
Oiseaux 183 206 636

Vers ronds 175 25 276
Vers plats 50 26 519
Reptiles 47 88 887

Amphibiens 9 54 648
Autres 225 167 064

Champignons Ascomycètes 3 792 10 7087
Basidiomycètes 801 32 712

Autres 213 12 565
Plantes plantes terrestres 832 726 202

algues vertes 88 7 116
Autres 3 2 001

Protistes Apicomplexes 265 7 994
Cinétoplastes 117 3 858

Autres 367 25 443
Total 8832 3 650 689

Table I.2 – Liste des génomes eucaryotes disponibles

Nombre et tailles cumulées de génomes disponibles au NCBI en juillet 2019

I.3.2 Les technologies de séquençage

Dans cette section, je vais m’appliquer à décrire le principe des différentes techniques
de séquençage par ordre d’apparition, sans vouloir être exhaustif. En effet, je ne vais

me focaliser que sur les techniques auxquelles j’ai été confronté ou qui ont un fort potentiel
(Table I.3 p.25). Tout d’abord, avec le WGS, deux approches existent pour la préparation
des matrices (les molécules à séquencer) : les matrices amplifiées et les matrices à molécule
unique.

L’amplification PCR des matrices permet d’accéder à des molécules très peu abon-
dantes. Cependant, l’étape de PCR n’est pas dénuée de conséquences. Au-delà des erreurs
de la polymérase, l’amplification est biaisée selon la composition nucléotidique des molé-
cules. Des séquences plus riches en G et C ont plus de chance d’être amplifiées que des
séquences riches en A et T. Pourtant, les progrès bio-technologiques sur l’efficacité des
polymérases tendent à réduire ces biais. Une autre conséquence de l’amplification PCR,
pouvant être problématique selon les projets, est que toutes les modifications épigéné-
tiques sur l’ADN d’origine sont perdues.

A l’inverse, les matrices à molécule unique ne sont pas amplifiées. Les molécules
d’ADN contenues dans la cellule sont directement séquencées. Malgré une sensibilité
plus faible, les matrices à molécule unique ne souffrent d’aucun biais et sont particulière-
ment désignées pour des analyses quantitatives (expression de gènes par ARN-seq (Wang
et al. 2009)). Il faut néanmoins être conscient que la plupart des technologies de séquen-
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çage nécessitent une quantité minimale de matériel à engager (de l’ordre de quelques ng
pour les moins exigeantes). Sans amplification, ce pré-requis peut s’avérer problématique
selon les modèles d’étude ou les échantillons.

Les séquenceurs Sanger à terminaison de chaine inaugurent la première génération de
séquenceurs. A partir de 2005, les technologies de séquençage à haut débit font leur ap-
parition. En s’affranchissant des étapes de construction de banques génomiques, elles gé-
nèrent des millions de séquences à moindre coût. Il existe deux stratégies principales pour
les séquenceurs de deuxième génération : par addition de nucléotides uniques (pyrosé-
quençage 454 Roche) et par terminaison cyclique réversible (Illumina). Enfin, le séquençage
de molécules uniques (Pacific Biosciences ou Oxford NanoPore Technology) annonce la troi-
sième génération de séquenceurs. Commune à toutes les technologies NGS, les matrices
sont spatialement distinguables et traitées indépendamment et de façon simultanée. Les
matrices peuvent être fixées ou immobilisées sur un support solide, ou isolées dans des
cavités.

I.3.2.1 Première génération

Le séquençage Sanger, aussi connu sous le nom de séquençage par terminaison de
chaine, a été développé dans les années 1970 (Sanger et al. 1977). La même année

une méthode radicalement différente a également été développée par Maxam and Gil-
bert (1977), s’appuyant sur une dégradation chimique sélective de l’ADN. En 1980, Gilbert
et Sanger ont été récompensés par le prix Nobel de chimie. Néanmoins, l’approche Sanger
s’est rapidement popularisée et a contribué à l’émergence de la génomique.

L’ADN à séquencer est cloné dans des banques génomiques (de plasmides, fosmides,
cosmides ou de BACS). Puis, à l’aide d’une amorce, l’ADN matrice est polymérisé en
présence de nucléotides permettant l’élongation et une faible proportion de nucléotides
imposant l’arrêt de l’ADN polymérase. Ainsi, par des arrêts aléatoires de l’ADN poly-
mérase, des molécules de taille variable sont générées. Après migration sur un gel de
polyacrylamide, la séquence est déduite à partir de la taille des molécules et l’identifica-
tion du nucléotide terminateur de chaine. La méthode Sanger a largement évolué depuis
son invention. Les marquages fluorescents ont remplacé les marquages radioactifs. Les
polymérases ont été améliorées en qualité et en efficacité. Grâce à l’automatisation, en
quelques heures, un biologiste peut avoir la séquence de la molécule de plusieurs cen-
taines de bases contenue dans son tube Eppendorf.

I.3.2.2 Seconde génération

Le séquençage 454 de Roche®est aussi appelé pyroséquençage. Personnellement, je
n’ai pas été confronté directement à cette technologie mais elle a indéniablement fait

entrer le séquençage dans l’ère du haut débit (Ronaghi et al. 1996; 1998).
L’ADN est fragmenté puis deux adaptateurs différents sont ligaturés à chacune des
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extrémités des fragments. Ces adaptateurs permettront l’amplification PCR, nécessaire à
l’amplification du signal de détection. Les matrices sont fixées sur des billes. Avec un
dosage adéquat, chaque bille ne portera qu’un seul fragment. Enfin, les billes sont pla-
cées dans une émulsion pour l’étape de PCR. Chaque goutte d’émulsion ne contiendra
qu’une bille. A la fin des cycles d’amplification, les billes seront recouvertes de molécules
d’ADN simple brin identiques. Les billes sont déposées sur des plaques PTP (Pico Titer
Plate) composées de millions de trous ne permettant d’accueillir qu’une seule bille. La
plaque est mise en contact successivement avec des solutions ne contenant qu’un seul des
4 nucléotides. En cas de polymérisation, un signal lumineux est détecté. L’ordre et l’inten-
sité des pics de lumière permettent de déduire la séquence d’ADN fixée sur chacune des
billes. Au cours des années, les plaques PTP et les billes ont été améliorés afin d’augmen-
ter la taille et la qualité des lectures séquencées (Margulies et al. 2005). Cependant cette
technologie souffre d’un haut taux d’erreur, notamment au niveau des homopolymères
(Table I.3 p.25). Remplacée par des séquenceurs de troisième génération, la technologie
454 a presque totalement disparu.

Le séquençage par synthèse d’Illumina (Solexa®) est de loin la technologie NGS la
plus utilisée depuis une dizaine d’années. Comme le séquençage Sanger, Illumina utilise
des nucléotides terminateurs de chaine. Après fragmentation de l’ADN, des adaptateurs
sont ligaturés aux extrémités des molécules. Les molécules (simple brin) sont attachées de
manière covalente sur une plaque de verre (flowcell) (Fedurco et al. 2006). Chaque molé-
cule, répartie sur la plaque, est amplifiée localement formant ainsi des groupes (clusters)
denses de molécules identiques attachées sur la plaque. Ces groupes de molécules per-
mettront d’amplifier le signal. Plusieurs millions de groupes ou amplicons spatialement
distinguables se forment sur la flowcell. Le principe de détermination de la séquence par
terminaison réversible de chaine est décrit sur la figure I.9 (p.22) (Bentley et al. 2008).
Cette méthode implique notamment l’utilisation de nucléotides couplés à un fluorophore.
Les quatre types de nucléotides se distinguent par des fluorophores différents. Ces nucléo-
tides sont également modifiés pour empêcher l’incorporation du nucléotide suivant sur la
chaine (terminateur). Contrairement à la technologie Sanger, cette propriété terminatrice
est réversible par clivage. La procédure est composée de plusieurs cycles de trois étapes :
(i) incorporation d’un nucléotide par complémentarité de séquence (ii) lecture d’un si-
gnal lumineux correspondant à la base incorporée (iii) clivage de la partie terminatrice
et fluorescente du nucléotide incorporé, permettant l’élongation de la chaine au prochain
cycle. A chaque cycle, un nucléotide est donc déterminé parallèlement pour chacun des
millions de clusters positionnés sur la plaque. Comparé à la technologie 454, le séquen-
çage Illumina génère des lectures beaucoup plus courtes. Cependant le taux d’erreur est
très bas et correspond le plus souvent à des substitutions. Aujourd’hui, en une semaine,
une expérience peut générer jusqu’à 6 milliards de séquences, d’une longueur de 50 à 300
nucléotides (Table I.3 p.25).
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Figure I.9 – Principe de terminaison réversible cyclique de chaines

(a) Les trois étapes de la méthode de terminaison réversible cyclique utilisée par les séquenceurs
Illumina. Sur chacun des 3 clusters schématisés les nucléotides modifiés sont incorporés par com-
plémentarité de séquence. Après lavage, une photographie de la plaque permettra de déterminer
le nucléotide incorporé en fonction de son fluorophore (b) sur chacun des clusters. Le clivage éli-
mine les colorants fluorescents et autorise l’extension de la chaine. Figure tirée de Metzker (2010).
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I.3.2.3 Troisième génération

Les technologies de seconde génération génèrent des lectures de haute qualité mais re-
lativement courtes. Dans les génomes, l’architecture des éléments répétés peut être

assez complexe et d’une taille importante. Les lectures courtes, même appariées (voir
section I.3.3 p.26), ont des difficultés à résoudre ces structures. Malgré un taux d’erreur
important, les séquenceurs de troisième génération produisent des lectures longues (jus-
qu’à plusieurs dizaines de Kb) pouvant aider à la résolution de ces structures complexes.
Par ailleurs, les lectures longues sont utiles pour l’étude des transcrits, et en particulier la
définition des transcrits alternatifs d’un gène (Hardwick et al. 2019).

Le séquençage en temps réel de molécules uniques (SMRT pour Single Molecule Real
Time) de Pacific Bioscience® (Eid et al. 2009) est une technologie de troisième géné-
ration générant des lectures longues (Figure I.10 p.24 et Table I.3 p.25). Contrairement
à la technologie Illumina, la lecture des nucléotides incorporés se fait en temps réel et
de manière continue. En effet, la polymérase ne fait pas d’arrêt et elle est fixée dans de
petites chambres de détection (ZMW pour Zero-Mode Waveguide Levene et al. (2003))
de quelques picolitres. Dans chacun des puits, et à chaque incorporation de nucléotides
fluorescents, un système de laser et de caméra mesure le temps d’émission et le type de
lumière pour en déduire la séquence. Cette plateforme tire profit d’un lieu de polyméri-
sation, et donc d’émission de lumière, fixe. Une circularisation des fragments permet de
lire plusieurs fois la même molécule et ainsi générer une lecture consensus minimisant le
taux d’erreur. De plus, avec un apprentissage adéquat, la technologie SMRT est capable
d’identifier des nucléotides épigénétiquement modifiés, rallongeant le temps de passage
de la polymérase.

Oxford®Nanopore Technologies (ONT) est également une plateforme de troisième gé-
nération. Contrairement aux technologies décrites précédemment, ONT ne lit pas l’in-
corporation de nucléotides par complémentarité sur une séquence matrice. ONT détecte
directement la composition d’un ADN simple brin passant à travers un pore protéique
ou synthétique (Clarke et al. 2009). Pour déduire la séquence, des variations de tension
ionique sont mesurées et interprétées pour correspondre à un nucléotide spécifique où
plus précisément à une succession de plusieurs nucléotides de longueur K (K-mer) (Jain
et al. 2015). Les brins sens et antisens sont lus afin d’obtenir une séquence consensus
de meilleure qualité. La technique "1D2" lit un brin puis l’autre. Alors que, la technique
"2D" utilise un ADN circularisé grâce à des adaptateurs en épingle à cheveux et les deux
brins sont lus l’un à la suite de l’autre (Figure I.10 p.24 et Table I.3 p. 25). Ne nécessitant
aucun appareillage optique, le séquenceur ONT peut être extrêmement portatif. Certains
modèles ont une dimension comparable à une clé USB. Dans le cadre de projets itinérants
comme sur le bateau TARA, ce genre de système est tout à fait approprié.
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Figure I.10 – Plateformes de séquençage à lecture longue en temps réel

Aa technologie Pacific Biosciences (PacBio). Les fragments matrices sont ligaturés à des adaptateurs
en épingle à cheveux aux deux extrémités, circularisant la molécule. Grâce à des amorces, une
ADN polymérase est liée à ces molécules d’ADN circularisées puis elles sont déposées au fond de
puits (ZMW). La polymérase incorpore en continu des nucléotides marqués par des fluorophores.
Une caméra enregistre la couleur émise et notamment les changements de couleurs traduisant
l’incorporation d’une nouvelle base différente. Ab Oxford Nanopore Technologies (ONT). Un adap-
tateur "guide" (leader) et un adaptateur en épingle à cheveux sont fixés à chacune des extrémités
des fragments. L’adaptateur guide dirige l’ADN vers un pore. La translocation de l’ADN simple
brin au travers de ce pore entraine un décalage de tension. L’ampleur et la durée du décalage sont
enregistrées et peuvent être interprétées comme une séquence spécifique. L’adaptateur en épingle
à cheveux permettra de lire le brin complémentaire afin de générer une séquence consensus de
meilleure qualité ("2D"). Figure tirée de Goodwin et al. (2016).
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I.3.3 Les stratégies d’assemblage

Le séquençage donne accès à la séquence de fragments d’ADN plus ou moins longs
appartenant au génome d’intérêt. L’assemblage est la procédure bioinformatique per-

mettant de reconstituer la séquence des chromosomes (ou ce qui s’en rapproche le plus)
à partir des lectures issues d’un séquençage. La fragmentation des molécules d’ADN
se faisant aléatoirement, une région de génome est représentée par plusieurs molécules
différentes. Le processus d’assemblage s’assimile à la reconstruction d’un livre à partir
de plusieurs exemplaires du livre déchiquetés aléatoirement en petits morceaux (Green
2001, Nagarajan and Pop 2013). L’idée de base derrière tous les assembleurs est que tous
les fragments d’ADN identiques proviennent de la même région du génome. Autrement
dit, tous les morceaux de "phrase" identiques proviennent de la même page du livre si
on continue la métaphore du livre. On peut d’ores et déjà imaginer que ce postulat est
faux car il existe des segments d’ADN parfaitement identiques (ou presque) dispersés
dans un génome. De plus, avec des lectures de séquençage courtes, le risque d’avoir deux
segments identiques augmente. Les assembleurs analysent les lectures chevauchantes et
forment une séquence unique consensus contiguë plus grande (contig) (Figure I.11 p. 27).
A cette étape, les contigs ne représentent que des morceaux de chromosome. En effet, le
manque de lectures ou la présence de séquences répétées empêchent les assembleurs de
construire, sans ambiguïté, des contigs plus longs. Des informations de liaisons de longues
distances sont utilisées pour ordonner les contigs entre eux. Des cartographies optiques,
des cartes de recombinaison, des lectures pairées de longue distance ou des lectures très
longues peuvent être utilisées pour joindre plusieurs contigs et former des scaffolds. Cer-
tains assembleurs, comme SOAPdenovo (Li et al. 2010), intègrent directement cette étape
mais des logiciels, comme SSPACE (Boetzer et al. 2011), sont dédiés à cette tâche. Dans
le meilleur des cas, les scaffolds sont plus ou moins équivalents aux chromosomes. Il faut
garder en mémoire que plus le génome sera composé d’éléments répétés, plus la tâche de
l’assembleur sera difficile.

L’évolution des technologies de séquençage et plus spécifiquement les caractéristiques
des lectures obtenues (longueur des lectures, nombre de lectures et taux d’erreur) ont
largement guidé l’évolution des méthodes d’assemblage. Les stratégies d’assemblage sont
réparties en trois catégories. La méthode Glouton (Greedy) fait des choix avec le meilleur
bénéfice immédiat sans pouvoir revenir en arrière. Cet algorithme a une vision locale
de l’assemblage et ne tient pas compte des relations globales pouvant exister entre frag-
ments. Des assembleurs comme TIGR (Sutton et al. 1995) ou VCAKE (Jeck et al. 2007)
utilisent des heuristiques pour éviter le mauvais assemblage des séquences répétées. La
méthode d’assemblage par chevauchement (Overlap-Layout-Consensus OLC) est beaucoup
plus utilisée que la méthode précédente. Cette méthode identifie les lectures montrant
un certain chevauchement et les organise en graphes. Les graphes intègrent les relations
provenant de toutes les lectures. Après simplification des graphes, une séquence consen-
sus est déduite. Des logiciels comme Celera (Myers et al. 2000) ou Arachne (Batzoglou
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Figure I.11 – Principe d’assemblage de génome

Les lectures individuelles chevauchantes, issues du séquençage, sont assemblées en contigs. Ces
contigs sont ensuite groupés en scaffolds grâce à des informations longue distance. Dans cet
exemple, chaque lecture de la paire s’aligne sur un seul contig permettant l’établissement d’un lien
non ambigu. La dernière étape consiste à identifier dans les scaffolds des marqueurs génétiques
connus, ce qui permet d’associer les scaffolds à des positions chromosomiques. Figure reproduite
de Green (2001).

et al. 2002) demandent des ressources computationnelles très importantes. L’émergence
des NGS avec leurs millions de séquences a rendu ces classes d’algorithmes assez difficiles
à mettre en œuvre, même si des approches optimisées comme SGA (Simpson and Durbin
2012) voient le jour. Le troisième type de méthode est basé sur les graphes de De Bruijn.
Ces graphes sont construits en utilisant des sous chaines de nucléotides de longueur K
(K-mer) extraites des lectures. La séquence consensus est déduite de l’interprétation du
graphe. Cette méthode a des points communs avec la méthode OLC mais l’utilisation de
mots de taille réduite accélère largement les calculs. Étant basé sur une identité parfaite
entre les K-mer, ces méthodes sont particulièrement sensibles aux erreurs de séquençage.
Des étapes de filtration et/ou correction des lectures sont parfois nécessaires afin d’obte-
nir un assemblage de qualité. Cette approche a été popularisée avec l’assembleur Euler
(Pevzner et al. 2001), puis largement utilisée avec des logiciels comme Velvet (Zerbino
and Birney 2008), SOAPdenovo (Li et al. 2010) et ALLPATHS (Butler et al. 2008). Des
logiciels comme SPAdes (Bankevich et al. 2012), miniasm (Li 2016), Canu (Koren et al.
2017) (basé sur Celera) ou plus récemment SMARTdenovo, Flye (Kolmogorov et al.
2019) et Wtdbg2 (Ruan and Li 2020) sont accoutumés à un taux d’erreur important des
lectures longues de troisième génération. Pourtant de nombreux algorithmes de correc-
tion hybride existent pour améliorer la qualité des lectures ONT ou PacBio en utilisant les
lectures de 2ème génération (Wang and Au 2020).
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I.3.4 Un assemblage de qualité

La qualité d’un assemblage s’évalue selon plusieurs paramètres. Plus un assemblage va
se rapprocher de la réalité du génome d’intérêt meilleur il sera. Une bonne connais-

sance de l’organisme et de son génome est donc inestimable. Des informations indépen-
dantes sur le nombre de chromosomes, la taille du génome, sa ploïdie, sa composition
nucléotidique moyenne (taux de G+C) permettent de juger de la qualité d’un assemblage.
Avoir accès au génome d’une espèce proche est également un atout. Un logiciel comme
QUAST (Gurevich et al. 2013) évalue la qualité des assemblages en donnant de nom-
breuses statistiques et permet de comparer les génomes.

Les contigs sont les séquences consensus contiguës calculées à partir des lectures sé-
quencées. Plusieurs contigs ordonnés, orientés et liés entre eux par des informations de
liaison longue distance forment les scaffolds. La taille du plus petit et du plus grand scaf-
fold sont des valeurs facilement appréhendables. La somme des longueurs des scaffolds,
aussi appelée complexité de l’assemblage, doit se rapprocher de la taille estimée du gé-
nome. Compte tenu de la difficulté d’assembler les séquences répétées, un assemblage
avec une couverture de génome de 90-95% est considéré comme bon. Évidemment cette
valeur dépend de la quantité, de la taille, et de la ressemblance des séquences répétées. Les
séquences répétées trop ressemblantes ne sont pas différentiables par l’assembleur et sont
souvent retrouvées en une seule occurrence dans l’assemblage. Cette occurrence, parfois
isolée sur un contig, risque d’être une version consensus chimérique des répétitions. On
parle de collapse de séquences. Souvent composés de séquences répétées, les centromères
et télomères sont rarement bien assemblés.

Le N50 est une des métriques les plus utilisées pour juger de la qualité d’un assem-
blage. Cette mesure est définie comme la taille pour laquelle la longueur combinée de
tous les scaffolds (ou contigs) plus grands que cette valeur représente au moins 50% de la
complexité de l’assemblage (Narzisi and Mishra 2011). C’est une valeur représentative
de la fragmentation de l’assemblage. Plus le N50 est élevé, meilleur est l’assemblage. Il
faut néanmoins prendre garde à ne pas artificiellement surévaluer le N50. Par exemple,
si l’étape de scaffolding est réalisée avec trop de permissivité, la moindre information
de liaison longue distance va avoir tendance à lier des contigs artificiellement et ainsi aug-
menter le N50. Dans une optique d’annotation de gènes, un N50 minimum correspondant
à la taille moyenne des gènes est nécessaire. Dans le cas contraire il est recommandé de
générer plus de données ou des données d’un type différent. D’autre part, il est fréquent
que la séquence entre deux contigs liés soit indéterminée. Des "N" représentent cette in-
certitude de nucléotide. Le nombre de N et le nombre de régions avec des Ns contigus
(Gap) sont des paramètres pour estimer les lacunes dans l’assemblage.

Il est rare que le premier assemblage d’un génome d’une espèce soit parfait. On parle
d’un assemblage "brouillon" (ou draft). De nombreuses études indépendantes sont néces-
saires pour corriger un assemblage afin qu’il atteigne un stade mature. Seuls quelques
génomes de grands organismes modèles, sans compter celui de l’homme, peuvent se pré-
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valoir d’avoir atteint le stade d’un assemblage finalisé. Plusieurs types d’erreurs existent
dans un assemblage avec plus ou moins de répercussions sur les analyses futures et no-
tamment l’annotation. Des liaisons chimériques ou manquantes entre contigs vont en-
trainer une incohérence entre le nombre de chromosomes et le nombre de scaffolds. Des
erreurs plus locales, comme de petites inversions, des substitutions, des manques de nu-
cléotides ou des nucléotides surnuméraires sont très problématiques pour l’annotation. En
effet, une substitution peut révéler ou effacer un codon terminateur ou initiateur de tra-
duction des gènes codants. Une insertion ou une délétion (InDel) de nucléotides décalent
les phases ouvertes de lecture ne pouvant conduire qu’à une annotation erronée. Nous
verrons dans la section IV et V.1.1 (p.89 et p.105) des Résultats qu’une amélioration de
l’assemblage de P. tetraurelia a permis une meilleure annotation des gènes et de séquences
liées à des transposons (IES, voir section III.3.2.1 p.68). La technologie de séquençage
employée et la couverture du génome en lectures influencent le type et le nombre d’er-
reurs. Par exemple, des lectures courtes de type Illumina vont avoir tendance à fragmenter
l’assemblage. En revanche, des lectures longues provenant de technologies de troisième
génération seront plus promptes à faire des erreurs de type InDel.

En 2007, l’arrivée des NGS et ses lectures courtes, a entrainé une augmentation du
nombre de génomes disponibles (voir section I.3 p.16) (Goodwin et al. 2016). Cependant,
nul ne peut nier que les meilleurs assemblages (aussi les plus coûteux) ont été réalisés avec
des lectures Sanger. La troisième génération de séquenceur permet d’obtenir des tailles de
lectures très importantes (van Dijk et al. 2018) et donc des assemblages intéressants.
Cependant le taux d’erreur reste un problème important (Henson et al. 2012, Sohn and
Nam 2018). Il est devenu courant d’allier les deux types de technologies pour profiter
des avantages de l’un et de l’autre. Par exemple, avec des logiciels comme Pilon (Walker
et al. 2014), des lectures de séquençage Illumina sont utilisées pour corriger l’assemblage
réalisé à partir de lectures longues. Nous avons également vu dans le paragraphe I.3.3
(p.26) précédent qu’il était possible de corriger les lectures ONT ou PacBio pour obtenir
un meilleur assemblage (Wang and Au 2020). Il est possible que ces étapes ne soient
bientôt plus nécessaires avec la constante amélioration de la qualité de séquençage des
lectures longues.





Chapitre II

Annotation des génomes

Dans le chapitre précédent, j’ai introduit la notion de génome et présenté les moyens
d’accéder à sa séquence. En étant provocateur, je dirais qu’aujourd’hui, séquencer et

assembler un génome devient presque routinier. Cependant, avoir la séquence génomique
de son organisme préféré n’a que peu d’intérêt si l’on ne la relie pas aux fonctions bio-
logiques en décryptant l’information codée par celle-ci. Autrement dit l’annoter. Dans ce
chapitre, je vais me focaliser sur la description des méthodes d’annotation des gènes et
des éléments transposables.

Avant tout, une bonne annotation ne peut être espérée qu’avec un génome de qualité.
Il faut savoir qu’une amélioration significative de l’assemblage bénéficiera à la qualité de
l’annotation (Elsik et al. 2014). Certaines espèces jouissent d’un génome de qualité et
d’une très bonne annotation car ils profitent de plusieurs décennies d’étude dédiée.

Dans le chapitre précédent, nous avons vu que les technologies NGS ont fait chuter
le coût de séquençage, provoquant la parution de nombreux génomes (voir section I.3
p.16). Le nombre important de génomes séquencés et annotés apporte son lot d’avantages
et d’inconvénients. Personne ne peut nier que les meilleurs assemblages, comme celui de
la drosophile (Adams et al. 2000, Celniker et al. 2002) ou de l’homme (Venter et al.
2001, International Human Genome Sequencing Consortium 2004), ont été réalisés à
partir de lectures Sanger. Des stratégies d’annotation utilisent les connaissances acquises
sur des espèces proches. Donc avoir accès aux annotations d’une variété large d’espèces
facilite l’annotation de génomes taxonomiquement isolés. En revanche, face à ce déluge de
génomes, la plupart des annotations sont réalisées de façon complètement automatique
et sans curation humaine. Des erreurs inévitables vont polluer les bases de données et
malheureusement ces erreurs contamineront de futures annotations (Salzberg 2019).

Dans le cadre d’un projet d’annotation de génome, les scientifiques se fixent des ob-
jectifs en fonction des données et des moyens disponibles. La taille de la communauté et
les moyens financiers/humains mis en jeu sont prépondérants dans ce choix, et souvent
liés à l’histoire et à l’impact sociétal à plus ou moins court terme. Malgré un enjeu éco-
nomique majeur, l’annotation du génome de certaines espèces peut se révéler un travail
de titan. Je pense notamment aux plantes et plus spécifiquement au blé. L’annotation des
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107 000 gènes du génome hexaploïde de Triticum aestivum (blé tendre), de 15Gb et conte-
nant 85% de séquences répétées, a pris près de 13 ans (International Wheat Genome
Sequencing Consortium (IWGSC) et al. 2018).

Nous verrons dans ce chapitre que l’annotation se décline en deux catégories : l’anno-
tation structurale définit la position et structure des éléments sur le génome et l’annotation
fonctionnelle prédit, ou mieux définit, la fonction des éléments. Même s’il est souvent re-
quis de commencer par masquer les séquences répétées, l’annotation structurale des gènes
codants est classiquement le premier objectif. Les gènes codants sont, en principe, les plus
reconnaissables car des contraintes d’évolution s’appliquent sur leurs séquences. L’identi-
fication des introns est un point critique de l’annotation des gènes codants. Le séquençage
de l’ARN messager est couramment utilisé pour caractériser les introns. Le ARN-seq (sé-
quençage d’ARN par des NGS) est capable de mettre en évidence des gènes très peu
exprimés, indétectables par des EST (Expressed Sequence Tag). L’annotation structurale se
poursuivra par les gènes non codants, les pseudogènes, les éléments transposables et
autres séquences répétées. Encore plus ambitieux, l’annotation des séquences régulatrices
ou la description de l’état épigénétique des séquences requièrent des données spécifiques
(projets ENCODE (Consortium 2004) et modENCODE (Celniker et al. 2002)). L’an-
notation fonctionnelle s’appuie sur les éléments caractérisés par l’annotation structurale.
Donc la qualité de l’annotation structurale impactera la qualité de l’annotation fonction-
nelle. Plus généralement, il faut garder en tête que les analyses futures se baseront sur ces
annotations. Il est donc critique d’avoir la meilleure annotation possible, tant au niveau
qualité qu’au niveau de l’exhaustivité. Tout le jeu de l’annotation sera de trouver un juste
milieu entre sensibilité (éviter les faux négatifs) et spécificité (éviter les faux positifs) de
l’annotation.
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II.1 Annotation de gènes

Plusieurs méthodes existent pour réaliser une annotation structurale de gènes (Brent
2005; 2007; 2008, Mudge and Harrow 2016). Les méthodes intrinsèques ou ab ini-

tio utilisent seulement la séquence génomique et des algorithmes mathématiques pour
prédire la présence et la structure d’un gène. Les méthodes extrinsèques utilisent des
évidences déduites de données indépendantes de la séquence génomique. Ces données
proviennent, par exemple, de bases de données ou de résultats de séquençage. Ces in-
formations sont transférées sur le génome d’intérêt pour pronostiquer la présence d’un
gène et sa structure. Enfin, les méthodes combinatoires intègrent les prédictions des mé-
thodes intrinsèques et des méthodes extrinsèques afin de donner la meilleure annotation
possible en accord avec l’ensemble des informations disponibles. Ces dernières profitent
des avantages des deux précédentes méthodes.

II.1.1 Masquer les répétitions

Nous avons vu dans le chapitre précédent que les séquences répétées sont problé-
matiques pour le processus d’assemblage. Les répétitions perturbent également les

logiciels automatiques d’annotation. C’est pourquoi, la première étape pour l’annotation
génique d’un génome est souvent le masquage de ses répétitions. Dispersées dans le gé-
nome, les répétitions sont des séquences de faible complexité et/ou répétées en tandem
(microsatellites ou minisatellites) ou des éléments transposables (voir sections I.2.2.1 p.10
et II.2 p.42). Les génomes eucaryotes peuvent être très riches en séquences répétées. Par
exemple le génome humain est composé d’au moins 47% de répétitions (Lander et al.
2001, Jurka et al. 2007) et grimpe jusqu’à 83% pour le petit pois (Kreplak et al. 2019).
On comprend intuitivement que les répétitions perturbent, ou tout du moins compliquent,
le processus d’annotation des gènes, d’où la nécessité de les masquer. Cette étape est par-
ticulièrement critique et demande un ajustement adéquat. En effet certains gènes codants
pour des protéines sont composés de répétitions (tétratricopeptide ou WD40). A contra-
rio, certains éléments transposables ont des phases ouvertes de lecture et peuvent être
interprétés par les prédicteurs de gènes. Le masquage doit donc être réalisé avec la plus
grande attention. L’annotation de répétitions simples est relativement efficace avec des
outils comme TRF (Benson 1999) ou TAREAN (Novák et al. 2017). En revanche, l’an-
notation précise des séquences répétées complexes nécessite des outils spécifiques et doit
être opérée indépendamment de l’annotation des autres éléments qui compose le génome.
Il existe deux grands types d’outils bioinformatiques pour les caractériser (Bergman and
Quesneville 2007, Treangen and Salzberg 2011). Les outils de novo (Bao and Eddy
2002, Price et al. 2005) utilisant uniquement la séquence génomique (McClure et al.
2005, Buisine et al. 2008, Han and Wessler 2010) et les outils basés sur l’homologie
utilisant une banque d’éléments déjà annotés (RepBase Bao et al. (2015)). L’approche
par homologie est probablement la plus utilisée et notamment via l’outil RepeatMasker
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(Smit 1996) utilisant un moteur BLAST (Altschul et al. 1997). Néanmoins, un problème
se pose si les éléments contenus dans la librairie de séquences sont trop divergents des
éléments présents dans le génome de l’espèce étudiée. Dans ce cas, nous verrons dans la
section II.2 (p.42) que la création d’une nouvelle banque d’éléments s’impose.

II.1.2 Les méthodes intrinsèques

Les méthodes intrinsèques (ou ab initio) utilisent des procédures mathématiques sur
la séquence génomique pour détecter les éléments à annoter. Autrement dit, elles

recherchent dans le texte génomique brut des signaux ou motifs liés à la présence d’élé-
ments structurant le gène : les exons et introns. L’idée sous-jacente est de repérer les
phases ouvertes de lecture les plus longues et donc les plus susceptibles de correspondre
à des exons codants. Ces méthodes ont l’avantage (et l’inconvénient) d’être uniquement
basées sur la séquence génomique. Elles étaient très populaires quand les évidences ex-
trinsèques étaient rares et surtout coûteuses à produire. Particulièrement efficace chez les
bactéries (avec l’exemple de Glimmer (Majoros et al. 2004)), elles sont plus complexes
pour les eucaryotes. En effet, la présence d’introns complique la prédiction. Plus longs et
nombreux seront les introns d’un gène, plus difficile sera la tâche du prédicteur de gènes.
Les méthodes intrinsèques utilisent en général des modèles probabilistes, tels que les mo-
dèles de Markov cachés (HMM Hidden Markov Model). Il est souvent nécessaire de fournir
un jeu avéré de gènes afin d’entrainer le programme à reconnaitre les caractéristiques
des gènes de l’espèce d’intérêt. En effet, la fréquence des codons, la taille des introns et
exons, la composition des séquences géniques et intergéniques, les motifs particuliers de
séquences régulatrices sont autant de caractéristiques propres à chaque organisme. Les
gènes codants sont détectables grâce à des signaux forts tels que les codons initiateurs
de traduction, les codons terminateurs et les sites donneurs/accepteurs pour l’épissage
des introns. En effet, les introns commencent généralement par 5’GT et finissent par AG
3’. On peut également rechercher des variations dans la composition nucléotidique. Les
exons codants auront tendance à être plus riches en nucléotides G ou C que les introns
ou les régions intergéniques. La combinaison de ces informations permet de prédire la
structure des gènes. Des programmes comme GeneID (Parra et al. 2000), Fgenesh (So-
lovyev et al. 1995), GenScan (Burge and Karlin 1997) ou SNAP (Korf 2004) obtiennent
de bons résultats. Pour l’apprentissage, avoir un jeu de gènes conséquent et représentatif
est crucial, en particulier si l’espèce étudiée est phylogénétiquement distante des espèces
disponibles. Malgré le perfectionnement de ces méthodes, de nombreuses erreurs de pré-
dictions persistent. Il est souvent nécessaire d’avoir recours à d’autres types de méthodes.

II.1.3 Les méthodes extrinsèques

Beaucoup de logiciels d’annotation de génome ab initio, comme Augustus (Stanke and
Waack 2003, Stanke et al. 2006), Gaze (Howe et al. 2002) ou EuGene (Foissac
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and Schiex 2005) peuvent utiliser des évidences externes pour affiner leurs prédictions.
Les évidences externes sont des indices de la présence d’un gène à un locus donné sur le
génome cible indépendamment de la séquence intrinsèque. Les évidences externes sont
décomposées en deux catégories : les évidences liées à l’homologie de séquence et les
évidences liées à la transcription des gènes.

Figure II.1 – Principes d’annotation pour les différents types de gènes

La figure schématise les approches d’annotation possibles en fonction du type de gène. a. Les
gènes codant pour des protéines sont annotés sur la base d’alignements génomiques de séquences
protéiques ou de séquences issues de séquencage d’EST ou de cDNA. Avec des outils comme
WebApollo (Dunn et al. 2019), une curation manuelle du modèle de gène est possible (voir
section II.1.5 p.40). b. Les gènes codants sont également annotés à l’aide de données ARN-seq
(voir section II.1.3.2 p.36) et d’informations d’homologie protéique. c. Comme les gènes codants,
l’annotation de longs ARN non-codants utilise aussi des données ARN-seq (polyA) et CAGE-
seq (voir section II.1.3.2 p.36). De plus, des méthodes de génomique comparative (PhyloCSF Lin
et al. (2011)), de spectrométrie de masse, de profilage des ribosomes, d’interaction protéique ou
de prédiction de structure d’ARN apportent d’autres types d’évidences. d. Les petits ARN sont
prédits à l’aide de bases de données comme Rfam (Nawrocki et al. 2015) ou miRBase (Kozomara
and Griffiths-Jones 2014). De nouveaux loci sont révélés grâce au séquençage de petits ARN
(Bryant et al. 2019). e. L’annotation de pseudogènes est basée essentiellement sur une analyse
d’homologie avec des paralogues ou orthologues. Une annotation manuelle est le plus souvent
requise. Figure tirée de Mudge and Harrow (2016)

II.1.3.1 Évidences par homologie de séquence

Les évidences par homologie sont basées sur l’hypothèse qu’il existe, entre les espèces,
une certaine conservation des éléments à annoter. L’idée est de se servir de la connais-

sance déjà acquise. Cette approche reste assez limitée, si le génome d’intérêt est éloigné
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évolutivement des génomes déjà annotés. De ce fait, plus les organismes annotés, contenus
dans les bases de données, seront variés et représentatifs de la diversité du vivant, plus
l’annotation d’une nouvelle espèce sera facilitée. Il est donc important de ne pas négliger
l’annotation de génomes exotiques au profit des grands organismes modèles ou d’intérêts
sociétaux. Nous avons vu dans la section I.3 (p.16) que le nombre de génomes séquencés
et annotés ne cesse d’augmenter. Cette flambée est liée à la facilité à obtenir la séquence
complète d’un génome. Aujourd’hui, la base de données Uniprot-TrEMBL compte plus de
170 millions de séquences protéiques (Apweiler et al. 2004). Cependant, dans la plupart
des cas, ces séquences proviennent d’une annotation automatique. Des erreurs, inhérentes
à ce genre d’approche, risquent de polluer les bases de données (Salzberg 2019). En re-
vanche, une banque de données comme Uniprot-SwissProt est un exemple d’une source
de données fiable (Boutet et al. 2016). En effet, SwissProt regroupe environ 500 000
séquences protéiques manuellement certifiées par des curateurs. Seule une étude fonc-
tionnelle des protéines autorise l’entrée dans SwissProt, conduisant à ce faible nombre de
séquences accessibles. De plus, la proportion de séquences de mammifères est largement
sur-représentée dans UniProt-SwissProt par rapport à l’ensemble des séquences contenues
dans UniProt (figure II.2 p.37), ce biais pouvant s’expliquer par la proportion d’équipes
scientifiques travaillant sur ces modèles biologiques. Malgré ses limites, SwissProt reste
une ressource inestimable pour les annotateurs.

Classiquement, les séquences protéiques sont alignées sur le génome d’intérêt (figure
II.1 p.35), en utilisant les six phases de lecture de traduction, avec des logiciels comme
BLASTx (Altschul et al. 1997), GeneWise (Birney et al. 2004) ou Exonerate (Slater
and Birney 2005). Le bioinformaticien dégage l’information de ces alignements, et dé-
crit les évidences pertinentes sous un format compréhensible par le prédicteur de gènes.
Les gènes non-codants (tRNA, snoRNA, miRNA) sont détectés par des logiciels adaptés
comme tRNAscan-SE (Lowe and Eddy 1997) ou Infernal (Nawrocki and Eddy 2013). Ces
programmes interrogent des banques de données dédiées comme Rfam (Nawrocki et al.
2015) ou miRBase (Kozomara and Griffiths-Jones 2014) (figure II.1 p.35).

II.1.3.2 Évidences d’expression

Dans cette partie, je ne vais parler que de l’expression des gènes mesurée par le niveau
de leurs transcrits (ARN). Pourtant, des approches très puissantes par spectrométrie

de masse révèlent l’existence de protéines et donc de gènes transcrits (figure II.1 p.35).
Dans une condition donnée, les transcrits sont extraits, purifiés et séquencés. Selon la

population d’ARN visée, l’étape de purification est essentielle. Il est important de savoir
que 80% des ARN cellulaires sont des ARN ribosomiques synthétisés par l’ARN poly-
mérase I (Russell and Zomerdijk 2006). Si l’étude porte sur les ARN messagers, une
purification des molécules polyadénylées (polyA-seq Derti et al. (2012)), est particuliè-
rement cruciale pour éviter de séquencer un grand nombre de lectures non désirées. Si le
génome à annoter est éloigné du point de vue évolutif des génomes bien représentés dans
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A

B

Figure II.2 – Répartition des séquences dans Uniprot par groupe taxonomique

A Proportion de séquences par groupe taxonomique dans UniProt-TrEMBL B Proportion de sé-
quences par groupe taxonomique dans UniProt-SwissProt. Les métazoaires sont divisés entre
trois catégories : l’homme (Homo sapiens), les mammifères hormis l’homme ("Other Mamma-
lia") et le reste des métazoaires ("Metazoa"). Figures tirées de https://www.uniprot.org/

statistics/

https://www.uniprot.org/statistics/
https://www.uniprot.org/statistics/
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les bases de données, la production de données ARNm-seq est probablement inévitable.
Générer ces données d’expression a un coût. Il y a quelques années, des lectures Sanger
d’EST (Expressed Sequence Tag) étaient exploitées. La longueur des séquences compensait
leur nombre relativement faible. Aujourd’hui, le ARN-seq Illumina a largement supplanté
les EST. Un séquençage de lectures de 50 à 100 paires de bases pairées, avec conserva-
tion de l’information du brin transcrit, est certainement le plus pratiqué en ce moment.
Les techniques de seconde génération sont plus sensibles et donnent accès aux gènes
peu transcrits, et ainsi permettent d’avoir une vision plus exhaustive du transcriptome
(Conesa et al. 2016). Cependant, les lectures courtes, comparées aux lectures Sanger, dis-
criminent moins bien les formes alternatives de transcription des gènes. En effet, là ou
une EST était capable de couvrir plusieurs exons, les lectures Illumina en sont incapables.
Les technologies de troisième génération, combinant longueur et débit, devraient régler
ces problèmes.

Les lectures ARN-seq sont alignées sur le génome en utilisant des logiciels comme
TopHat2 (Kim et al. 2013) (ou son héritier HiSat (Kim et al. 2015)), autorisant des sauts
(gap) dans les alignements dus aux introns. Une analyse des alignements permet de dé-
duire la structure des unités de transcription (voir figure II.1 p.35) par assemblage guidé
avec Cufflinks (Trapnell et al. 2010) ou par analyse de couverture en lecture de séquen-
çage avec GMORSE (Denoeud et al. 2008) ou TrUC (Arnaiz et al. 2017). Le CAGE-seq
(Cap Analysis of Gene Expression) , ou Cap-seq, séquence préférentiellement les extrémités
5’ des ARN protégées par une coiffe (Takahashi et al. 2012). Cette technique permet de
mettre en évidence les sites d’initiation de la transcription (TSS pour Transcription Start
Site) (FANTOM Consortium and the RIKEN PMI and CLST (DGT) et al. 2014). Le sé-
quençage des petits ARN et leurs alignements sur le génome aident à détecter les sites de
production tels que les clusters de piRNA (Brennecke et al. 2007).

Si le génome de référence n’est pas disponible, il est toujours possible d’assembler les
données ARN-seq avec Trinity (Grabherr et al. 2011) ou Velvet-Oases (Schulz et al.
2012). Les cadres ouverts de lecture sont recherchés sur ces séquences dépourvues d’in-
trons. L’assemblage de transcrits est une approche intéressante, même si le génome est dis-
ponible. Avoir accès à ces transcrits peut compenser les lacunes ou erreurs de l’assemblage
(Orgeur et al. 2018). A l’instar des séquences répétées pour l’assemblage de génomes,
l’épissage alternatif complique grandement les procédures d’assemblage de transcrits.

Malgré une profondeur de séquençage importante, seuls les gènes exprimés dans la
condition d’extraction des ARN seront détectables. Afin d’avoir un transcriptome plus ex-
haustif, il est requis de multiplier les extractions d’ARN dans différentes situations cellu-
laires et environnementales ou différents tissus. Au delà d’une évidence de transcription,
les données ARN-seq sont utilisées pour quantifier le niveau des transcrits, approximant
le niveau d’expression d’un gène dans un échantillon. En effet le niveau d’ARNm est dé-
terminé par la synthèse et la dégradation de la molécule. Après alignement des lectures
ARN-seq sur le génome de référence, des programmes, comme DESeq2 (Love et al. 2014)
ou edgeR (Robinson et al. 2010), comparent le niveau d’expression des gènes entre deux
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conditions. Ces analyses d’expression différentielle de gènes nécessitent des réplicats bio-
logiques pour déterminer le niveau de bruit dans les mesures. Par une comparaison du
nombre de K-mers observés dans des données de séquençage, et donc sans avoir recours à
la séquence génomique, des outils comme DE-kupl (Audoux et al. 2017) sont également
capables de réaliser des analyses d’expression différentielle (Pinskaya et al. 2019). Les
données ARN-seq sont une source d’information très importante et contrairement aux
puces à ADN, les données ARN-seq ne dépendent pas d’une annotation. En effet, si le
génome et/ou l’annotation changent, les lectures pourront être réalignées et ré-analysées.

II.1.4 Méthodes intégratives

Que les méthodes soient intrinsèques ou extrinsèques, l’objectif est d’obtenir la
meilleure annotation possible. Les méthodes dites "intégratives" combinent des ré-

sultats hétérogènes, générés par des méthodes intrinsèques ou extrinsèques, et les syn-
thétisent pour fournir la version de l’annotation la plus consensuelle possible. Ces pro-
grammes sont appelés combiner (ou chooser). Des programmes comme JIGSAW (Allen
and Salzberg 2005), EvidenceModeler (Haas et al. 2008) ou Evigan (Liu et al. 2008)
choisissent la meilleure combinaison d’exons et proposent une prédiction. Des logiciels
comme Gaze (Howe et al. 2002), Augustus (Stanke et al. 2006) ou EuGene (Foissac
and Schiex 2005) fonctionnent également comme des combiners. Ils intègrent différents
types d’évidences (intrinsèques fournies par des prédicteurs ab initio ou extrinsèques)
pour guider et affiner leurs propres prédictions.

Si elle n’est pas automatique (comme pour Evigan (Liu et al. 2008)), la configuration
de ces programmes est cruciale. Il faut renseigner les paramètres en fonction des caracté-
ristiques des gènes à annoter et ajuster le poids de chaque type d’évidence. Autrement dit,
l’impact qu’a l’évidence sur le choix fait par le combiner. Pour régler ces paramètres, un
jeu de gènes avérés (n’ayant pas été utilisés pour l’entrainement des prédicteurs ab initio),
est employé pour calculer des métriques de qualité de l’annotation produite. Même si plu-
sieurs méthodes de calcul sont retrouvées dans la littérature, la sensibilité et la spécificité
sont les deux mesures les plus populaires (Figure II.3 p.40). La sensibilité est la fraction
du jeu de gènes avérés correctement trouvée par la prédiction, alors que la spécificité est
la fraction de l’annotation correctement prédite. La sensibilité, mesurant le taux de faux
négatifs, et la spécificité, le taux de faux positifs, sont combinés en une métrique appe-
lée "précision" (Burset and Guigó 1996). Les trois métriques peuvent être calculées pour
n’importe quelle partie structurale du modèle de gène telles que la position de début et
fin des transcrits, des exons ou des introns.

Annoter un génome est chronophage. Le bioinformaticien génère plusieurs jeux de
prédictions ab initio et plusieurs jeux d’évidences externes d’homologie ou d’expression.
Il teste différentes combinaisons de logiciels et passe un temps certain à ajuster les para-
mètres. A mon sens, cette démarche est certainement la plus qualitative mais représente
un temps considérable. Quand est ce qu’une annotation est finie ? Probablement jamais.
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Figure II.3 – Métriques de qualité pour l’annotation de génome

La sensibilité (SN), la spécificité (SP) et la précision (AC pour accuracy) sont trois mesures couram-
ment utilisées pour évaluer la performance du prédicteur de gènes et la qualité d’une annotation.
La sensibilité est la fraction de l’annotation de référence correctement trouvée par la prédiction. La
spécificité est la fraction de l’annotation correctement prédite. La sensibilité et la spécificité sont
combinées en une seule mesure appelée précision (Burset and Guigó 1996). VP pour Vrai Positif,
FN Faux Négatif et FP Faux Positif. Informations tirées de Yandell and Ence (2012)

Seul quelques organismes ont la "prétention" d’avoir une annotation de génome complète
ou tout au moins stable.

Des procédures intégrées comme MAKER2 (Holt and Yandell 2011) ou PASA (Haas
et al. 2011) sont fournies pour gagner du temps. De grands portails comme NCBI
(Thibaud-Nissen et al. 2013) ou EnsEMBL (Curwen et al. 2004) proposent des chaines
de procédures complètes d’annotation.

II.1.5 Curation humaine

Les séquences génomiques et protéiques sont classiquement disponibles sous le for-
mat FASTA. Les annotations de gènes nécessitent un format plus élaboré. Ils doivent

notamment renseigner les positions génomiques des exons et introns ainsi que leurs affi-
liations à un certain transcrit. Les formats GFF3 (et sa variante le format GTF), BED, Gen-
Bank et EMBL sont des fichiers textes largement répandus. L’utilisation de vocabulaires
contrôlés tels que SO (Sequence Ontology) ou GO (Gene Ontology), rendent les annotations
interopérables entre outils et donc compatibles avec bon nombre de logiciels. Les inter-
faces IGV (Integrated Genome Viewer) (Robinson et al. 2011), JBrowse (Westesson et al.
2013, Buels et al. 2016) (héritier de GBrowse (Stein et al. 2002, Stein 2013)) ou UCSC
(Casper et al. 2018) permettent de visualiser des annotations mais également des résul-
tats d’alignements de lectures NGS (formats SAM/BAM exploitables avec samtools (Li
et al. 2009) ou Wig/BigWig). Le projet GMOD (Generic Model Organism Database) propose
une série d’outils pour stocker, visualiser, analyser et distribuer des résultats génomiques.
Au-delà des bien connus GBrowse et JBrowse, le projet GMOD distribue le schéma re-
lationnel libre de base de données chado (Mungall et al. 2007) pouvant stocker des
annotations de gènes, mais également capable d’intégrer une variété de données biolo-
giques (phénotypes, génotypes, souches, phylogénie, publications, etc ...). Adepte fervent
des outils GMOD, je les ai utilisés pour développer les bases de données ParameciumDB
(Arnaiz et al. 2007, Arnaiz and Sperling 2011, Arnaiz et al. 2019) et Cildb (Arnaiz
et al. 2009; 2014).

L’annotation automatique n’étant pas parfaite, des logiciels comme WebApollo (Dunn
et al. 2019) (voir Figure II.4 p.41) ou Artemis (Rutherford et al. 2000), laissent les bio-
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logistes ou curateurs corriger les modèles de gènes erronés. Pour de petits génomes avec
"peu" de gènes, cette tâche est chronophage mais envisageable. Il est, cependant incon-
cevable, pour une personne ou un laboratoire, d’imaginer ce genre de procédure pour
corriger de grands génomes avec beaucoup de gènes. Pourtant de grandes campagnes
de séances de travail communautaire sont organisées (Munoz-Torres et al. 2011, Wang
et al. 2012). Pendant plusieurs jours consécutifs, un travail conjoint et intensif de cher-
cheurs ou de curateurs, s’effectue sur un site dédié (ou à distance avec WebApollo) pour
corriger un maximum de modèles de gène. Au delà de cet objectif de curation, ces rendez-
vous ont également un rôle pédagogique pour les étudiants.

Figure II.4 – Interface WebApollo de ré-annotation de modèles de gène

Capture d’écran de l’interface WebApollo http://genomearchitect.github.io/

users-guide/

http://genomearchitect.github.io/users-guide/
http://genomearchitect.github.io/users-guide/
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II.2 Annotation des éléments transposables

II.2.1 Découverte et classification

Barbara McClintock décrit pour la première fois l’existence de gènes mobiles et le
principe de transposition (McClintock 1950). Les éléments transposables (ET) (ou

transposons) peuvent être considérés comme des séquences parasitaires égoïstes. En aug-
mentant leurs nombres de copies, les transposons envahissent littéralement les génomes.
Par exemple, les ET occupent 25% du génome du riz (Yu et al. 2002), 45% du génome
humain (Lander et al. 2001) ou 85% du génome du maïs (Schnable et al. 2009). Une
intégration d’un ET dans un gène essentiel est délétère pour l’organisme hôte. C’est pour-
quoi, l’hôte a élaboré des systèmes pour contrôler les ET en passant notamment par une
extinction génétique via un marquage épigénétique et une hétérochromatisation (voir sec-
tion I.2.1 p.8). Les ET sont très étudiés pour leurs rôles dans l’évolution des espèces, leurs
implications dans le façonnement de la structure des génomes, les réarrangements de gé-
nomes ou leurs contributions aux fonctions géniques de l’hôte. Nous avons déjà évoqué
que la nature répétée des ET complique à la fois les assemblages de génomes, et l’anno-
tation des gènes. Contrairement aux gènes codants, les copies d’ET ne sont, la plupart
du temps, pas sous pression de sélection. Chaque copie observable aujourd’hui a eu sa
propre histoire évolutive (Miller and Capy 2006). Les multi-copies d’un ET sont donc
plus ou moins dégénérées, et retracer son origine évolutive est parfois compliqué. Néan-
moins, l’idée sous-jacente est qu’un consensus de séquences de différentes copies d’un
élément correspondrait à la forme originelle de l’élément.

Il existe deux grandes classes d’ET, définies par le type de molécule intermédiaire
qu’ils utilisent pour transposer (Finnegan 1989) (Piégu et al. (2015) en proposeraient
plutôt 8) . Les transposons de classe I utilisent un intermédiaire ARN, alors que les trans-
posons de classe II utilisent un intermédiaire à ADN. Wicker et al. (2007) ont proposé
une classification unifiée des ET (Figure II.5 p.43). Les classes I et II d’ET contiennent
plusieurs ordres et chaque ordre contient plusieurs super-familles, et une super-famille
rassemble plusieurs familles. Nous verrons dans la suite de cette section que la classifi-
cation d’un élément dans telle ou telle famille est assez subtile et dépend principalement
d’une certaine similarité de séquence dans ses gènes ou ses séquences répétées termi-
nales. Des éléments autonomes (contenant les gènes nécessaires à une transposition) ou
non-autonomes peuvent appartenir à une même famille. Dans le cas d’une similarité faible
(<80%), une nouvelle famille est créée. Des outils comme PASTEC permettent de classifier
automatiquement les séquences consensus des éléments (Hoede et al. 2014).
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Figure II.5 – La classification des transposons

La classification est hiérarchisée et divise les éléments transposables en deux grandes classes sur
la base de la présence ou l’absence d’un intermédiaire de transposition à ARN. Chaque classe
est subdivisée en sous-classes, ordres, et super-familles. La taille du site cible (TSD : target site
duplication) est caractéristique de la plupart des super-familles et peut être utilisé comme signature.
Afin de faciliter l’identification, la classification propose un code à trois lettres qui décrit tous
les groupes majeurs en plus de la famille de chaque élément transposable. DIRS, Dictyostelium
intermediate repeat sequence ; LINE, long interspersed nuclear element ; LTR, long terminal repeat ; PLE,
Penelope-like elements ; SINE, short interspersed nuclear element ; TIR, terminal inverted repeat.
Figure tirée de Wicker et al. (2007).
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II.2.1.1 Les éléments transposables à ARN

La transposition des ET de classe I utilise un intermédiaire ARN. Une copie géno-
mique du TE est transcrite en ARN puis rétro-transcrite en ADN, afin de s’intégrer

à un autre locus génomique de l’hôte. Ces transposons à ARN sont également appelés
rétrotransposons. Les rétrotransposons sont catégorisés en cinq ordres selon leurs com-
positions géniques, la structure de leurs séquences terminales et leurs caractéristiques
mécanistiques (Figure II.5 p.43).

Les transposons LTR (Long Terminal Repeats), proche des rétrovirus, montrent des ré-
pétitions à leurs extrémités. Le mécanisme d’intégration des ET LTR conduit à l’ajout de
quelques bases (4 à 6 nucléotides) de chaque côté du site d’insertion. Généralement, les
ET à LTR arborent les gènes GAG (protéine de capside), AP (protéinase aspartique), RT
(transcriptase reverse), RH (RNase H), INT (intégrase DDE aussi appelée transposase) et
parfois ENV (Envelope) . En fonction de la composition génique et la structure, les ET
LTR sont divisés en plusieurs super-familles (Copia, Gypsy, BelPao, Retrovirus et ERV).

Contrairement aux ET de type LTR, les ET appartenant à l’ordre des LINE (Long Inter-
spersed Nuclear Element) n’ont pas de répétitions à leurs extrémités et sont partagés en cinq
grandes super-familles (R2, RTE, Jockey, I et L1). Les LINE contiennent notamment une
RT. Chez les animaux, les LINE, et notamment les L1, prédominent (∼25% de LINE dont
22% de L1 chez l’humain) alors qu’ils sont relativement rares chez les plantes (Pevsner
2015).

Les éléments autonomes DIRS (Dictyostelium Intermediate Repeat Sequence) et PLE (Pene-
lope) contiennent une RT. Les SINE (Short Interspersed Nuclear Element) sont non-autonomes
et portent des séquences promotrices de l’ARN polymérase III. Ils utilisent la machinerie
des autres retroélements pour transposer. Les LARD (Large Retrotransposons Derivatives) et
les TRIM (Terminal Repeat retrotransposon In Miniature) sont également des éléments non-
autonomes dérivant d’éléments LTR (Kalendar et al. 2004, Witte et al. 2001).

II.2.1.2 Les éléments transposables à ADN

Les éléments transposables de classe II n’utilisent pas d’intermédiaires ARN pour trans-
poser. Ils sont présents chez la plupart des eucaryotes mais également chez les bacté-

ries sous la forme d’IS (Insertion Sequence) (Mahillon and Chandler 1998). En général,
les ET de classe II occupent une proportion du génome moins importante que les éléments
de classe I. A titre d’exemple, seul 3% du génome humain correspond à des ET à ADN
contre 21% de LINE (Treangen and Salzberg 2011). Le mécanisme de coupure des brins
d’ADN définit deux sous-classes d’ET à ADN (Figure II.5 p.43).

Les éléments à ADN de sous-classe 1 ont un mécanisme de transposition dit de
"couper-coller". En effet, l’ADN est cassé sur les deux brins afin que l’élément s’excise
du locus d’origine. L’élément excisé peut alors se ré-insérer à un autre locus. La transposi-
tion elle-même n’entraine pas une augmentation du nombre de copies de l’élément. Seul



II.2. Annotation des éléments transposables 45

une transposition d’un ET d’un locus déjà répliqué à un locus pas encore répliqué conduit
à l’ajout d’une copie de l’élément. La sous-classe 1 comporte les éléments de l’ordre TIR
(Terminal Inverted Repeat) et de l’ordre des Cryptons. Les éléments TIR sont caractérisés par
des répétitions inversées à leurs bornes. Ils contiennent un gène codant pour une trans-
posase avec, en général, un motif protéique (DDE ou DDD) caractéristique d’une activité
catalytique. D’après la classification de Wicker et al. (2007), les TIR sont divisés en neuf
super-familles : Tc1-Mariner, hAT, Mutator, Merlin, Transib (en lien avec la protéine Rag1
de la recombinaison V(D)J), P, PiggyBac, PIF-Harbinger et CACTA. Le nombre, la compo-
sition des nucléotides ajoutés lors de l’événement d’insertion, les cicatrices laissées lors
de son départ ainsi que le motif préférentiel d’insertion séparent ces super-familles. Par
exemple, les ET Tc1-Mariner s’insèrent au niveau d’un site TA. Leur intégration entraine
une duplication du site TA, et leur excision laisse quelques nucléotides, trace (footprint)
de son passage. En revanche, les ET de la famille PiggyBac préfèrent s’insérer dans un site
TTAA et n’entrainent aucune cicatrice après excision (Skipper et al. 2013). Ces deux fa-
milles d’éléments sont particulièrement importantes pour comprendre les réarrangements
programmés de génome de la paramécie (voir section III.3.2 p.68). Les MITE (Miniatures
Inverted Repeats Transposable Elements) grossissent la liste des éléments de la sous-classe 1
d’ET à ADN. Ces éléments non-autonomes sont bornés par des séquences répétées inver-
sées et utilisent la machinerie des ET autonomes de classe II pour transposer.

Contrairement à la sous-classe 1, la sous-classe 2 d’ET ne coupe qu’un seul des deux
brins d’ADN de la copie donneuse lors de leur transposition. La réplication des brins
permet de générer une nouvelle copie pouvant s’insérer à un autre locus. Comme les ET
de classe I, ces transposons sont dits "copier-coller". Il existe les familles Helitron (utilisant
un système de réplication en "cercle roulant" ou rolling circle) et Maverick. Découverts et
particulièrement abondants chez les plantes, mais également chez les ciliés (voir section
VII.2 p.172), les Helitrons ont des mécanismes de transposition encore mal compris (Ka-
pitonov and Jurka 2007). Comme tous les ET, ils peuvent influer sur l’expression des
gènes et semblent avoir un rôle majeur dans l’évolution des génomes hôtes (Thomas and
Pritham 2015) .
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II.2.2 Méthodes d’annotation

À la vue de l’occupation des ET dans les génomes, de nombreuses méthodes computa-
tionnelles ont été développées pour les annoter. Évidemment la nature répétée des

ET complique grandement la tâche. Et pour compliquer le tout, les ET ont une fâcheuse
tendance à s’insérer préférentiellement dans d’autres copies d’ET. Dans les génomes au-
jourd’hui, on observe les copies d’un ET pouvant être plus ou moins altérées et donc
parfois éloignées de la forme active de l’ET d’origine. A partir de ces copies, on réalise
une séquence consensus représentant la meilleure approximation disponible de l’élément
originel actif (Bergman and Quesneville 2007). Les séquences consensus sont utilisées
comme "sonde" pour retrouver les copies, car la distance évolutive entre une copie et le
consensus est souvent plus faible que la distance entre deux copies.

L’annotation des ET consiste en deux étapes : la découverte des ET, autrement dit la
recherche des familles de séquences répétées, puis la détection des ET avec une identifi-
cation exhaustive des copies des familles précédemment identifiées. Des programmes et
méthodes sont spécialisés pour chacune de ces deux étapes. Ces méthodes se regroupent
en quatre grandes catégories (i) les méthodes basées sur l’homologie de séquence avec des
éléments connus (ii) les méthodes dites de novo qui tentent de trouver les ET en se basant
sur leur nature répétée (iii) les méthodes recherchant des caractéristiques structurelles
des ET (iv) les méthodes utilisant la comparaison de génomes (Figure II.6 p.47). Comme
souvent, une approche combinant plusieurs méthodes donne souvent les meilleurs résul-
tats (Quesneville et al. 2005). La suite logicielle REPET (Flutre et al. 2011) intègre et
combine un certain nombre des approches décrites ci-dessus. Les revues Bergman and
Quesneville (2007), Lerat (2010), Goerner-Potvin and Bourque (2018) font le tour des
différentes approches que je ne vais détailler que sommairement.
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Figure II.6 – Les grandes stratégies d’annotation des éléments transposables

A. La recherche par homologie peut se faire de manière manuelle ou automatique. L’approche ma-
nuelle va partir d’une séquence cible. La découverte de copies va améliorer la séquence consensus
de l’élément permettant l’identification de nouvelles copies. La recherche automatique va cher-
cher l’ensemble des copies sur un génome à partir d’une banque de séquences consensus B. La
recherche de structures va détecter des caractéristiques propres à chaque type d’élément. La re-
cherche de motifs LTR en est un exemple. C. Des études de génomique comparative vont détecter
des insertions récentes d’éléments dans une espèce par rapport à des espèces proches. D. Ap-
proche de novo La méthode d’auto-comparaison de séquences similaires au sein d’un génome.
L’alignement multiple des occurrences permet de déduire une séquence consensus. L’approche de
novo par assemblage utilise des données de séquençage. Par échantillonnage des lectures, seules
les régions répétées auront une chance d’être assemblées.
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II.2.2.1 Approches basées sur la similarité de séquence

Les occurrences d’ET sont recherchées dans un génome à partir de séquences consensus
d’ET. Ces séquences peuvent être des séquences nucléotidiques (des copies ou des

séquences consensus correspondant à l’élément d’origine) ou des séquences protéiques
(traduction des phases ouvertes de lecture des séquences consensus). Les approches par
similarité sont impliquées dans les deux étapes de l’annotation des ET : la découverte et la
détection. Ces méthodes sont assez sensibles et détectent des éléments en faible nombre
de copies mais privilégient l’identification de familles déjà connues ou ayant suffisam-
ment peu divergé. Par essence, une recherche avec des séquences protéiques se limite aux
super-familles d’ET montrant une partie codante. Des traces de séquences codantes sont
scrutées sur le génome à partir de banques de séquences protéiques, et à l’aide d’outils
comme BLAST (Altschul et al. 1990) ou à partir de profils HMM Pfam (El-Gebali et al.
2019) avec des outils comme HMMER3 (Eddy 2009). La figure II.6 (p.47) schématise deux
approches par similarité de séquence. L’approche dite "manuelle" utilise une séquence
amorce et par des recherches récursives de copies identifie et raffine de nouveaux élé-
ments. Le travail d’annotation des ET du génome de la paramécie a été réalisé en suivant
cette méthodologie (Arnaiz et al. 2012, Guérin et al. 2017). L’approche automatique
utilise une banque de séquences pour retrouver l’ensemble des copies des éléments. La
base de données Dfam rassemble des profils HMM d’une collection d’alignements de sé-
quences consensus ou de copies d’ET (Hubley et al. 2016). De son côté la bibliothèque de
séquences nucléotidiques RepBase regroupe des séquences d’éléments mobiles pour une
variété d’eucaryotes (Jurka et al. 2005, Bao et al. 2015). RepBase reste une ressource
incontournable dans le domaine. Des programmes comme RepeatMasker (Smit 1996),
Censor (Jurka et al. 1996), BLASTER (Quesneville et al. 2003) ou simplement BLAST
(Altschul et al. 1990) peuvent l’exploiter. Les données de RepBase peuvent être complé-
tées avec des séquences plus proches de l’espèce cible, provenant d’annotations manuelles
ou d’autres types d’approches (par exemple de novo). Contrairement à l’approche de novo,
l’approche basée sur l’homologie ne détecte pas des éléments très divergents ou complè-
tement nouveaux.

II.2.2.2 Approches de novo

Les approches de novo profitent de la nature répétée des ET. Sans aucune information
préalable, ces méthodes visent à découvrir tous les éléments répétés d’un génome et

potentiellement de nouveaux éléments. Plus l’élément sera répété dans le génome plus
il sera aisé de le détecter. A l’inverse, les éléments avec un faible nombre de copies, ou
avec des copies très dégénérées d’un même élément, seront difficilement détectables. Le
nombre croissant de génomes disponibles rend ces approches particulièrement attractives.
Malheureusement, les approches de novo génèrent de nombreux faux positifs. Trois classes
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de méthodes se distinguent : (i) par analyse de K-mer (ii) par auto-comparaison de gé-
nome (iii) par assemblage.

Analyse de K-mer Des programmes comme REPuter (Kurtz and Schleiermacher
1999), REAS (Li et al. 2005), Tallymer (Kurtz et al. 2008), Jellyfish (Marçais and King-
sford 2011) ou RepeatExplorer (Novák et al. 2013) repèrent des K-mers sur-représentés
dans la séquence génomique ou dans les lectures de séquençage. Ces "mots" corres-
pondent, potentiellement, à des portions d’éléments répétés. Au delà de l’annotation des
ET, ces méthodes sont également utilisées pour masquer les régions répétées. Les analyses
de K-mer détectent aussi bien des familles multi-géniques, des duplications segmentales
que de véritables portions d’ET (Lerat 2010).

Auto-comparaison de génome Comme leur nom l’indique, les méthodes d’auto-
comparaison de génome alignent l’ensemble du génome sur lui-même. Les séquences
similaires sont regroupées et des alignements multiples permettent de déduire des sé-
quences consensus correspondant à des familles d’éléments. Les logiciels comme RECON
(Bao and Eddy 2002), PILER (Edgar and Myers 2005) ou BLASTER (Quesneville et al.
2005) diffèrent par le programme utilisé pour l’alignement du génome mais surtout par
l’algorithme de regroupement des séquences similaires. Cette procédure s’effectuant à
partir d’un assemblage de génome, la qualité de celui-ci (le bon assemblage des régions
répétées, sans trop de collapse voir section I.3.4 p.28) est critique.

Assemblage L’approche de novo utilise des données de séquençage pour effectuer l’as-
semblage des ET. Nous avons vu dans le chapitre précédent que les assembleurs géno-
miques classiques éprouvent quelques difficultés avec les séquences répétées. Pourtant,
Tedna est un exemple d’assembleur de données Illumina dédié aux ET (Zytnicki et al.
2014). Par ailleurs, l’outil dnaPipeTE (Goubert et al. 2015) est basé sur le postulat que des
lectures correspondant à des régions répétées seront sur-représentées dans un séquençage,
par rapport à des régions non répétées. Par échantillonnage extrême (<1X) des lectures,
puis une procédure d’assemblage, seules les régions répétées auront une chance d’être
assemblées. Évidemment plus les copies des ET seront dégénérées, plus il sera difficile de
les reconstituer.

II.2.2.3 Approches basées sur la structure des ET

Ces approches détectent les caractéristiques structurelles de certains types d’ET. Elles
recherchent des répétitions terminales (LTR,TIR) (Figure II.6 p.47) ou des motifs

particuliers comme les sites dupliqués lors de l’insertion d’un élément. Par définition,
les familles d’ET non-structurés ne sont pas détectables. De plus, ces méthodes se basent
exclusivement sur notre connaissance des ET et de leurs caractéristiques communes. De
nouveaux éléments peuvent être trouvés mais pas de nouvelles classes. Beaucoup de pro-
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grammes sont spécifiques d’une certaine classe d’élément ou d’un certain type de struc-
ture. Sans être exhaustif, en voici quelques exemples : LTRHarvest (Ellinghaus et al.
2008), RTanalyzer (Lucier et al. 2007), SINEDR (Tu et al. 2004), FindMITE (Tu 2001) ou
HelitronFinder (Du et al. 2008).

II.2.2.4 Approches basées sur la génomique comparative

Les outils basés sur la génomique comparative utilisent, comme son nom l’indique, les
génomes de plusieurs espèces (ou souches). L’analyse des ruptures d’alignements

multiples de ces génomes fait ressortir des régions où, potentiellement, un ET s’est inséré
(Figure II.6 p.47) (Caspi and Pachter 2006, Quadrana et al. 2016). Afin de mettre
en œuvre ce genre d’approche, il faut avoir accès à des génomes de bonne qualité et de
plusieurs espèces adéquatement distantes les unes des autres. En effet, si les génomes sont
trop proches, évolutivement parlant, alors aucune insertion ne pourra être détectée. Au
contraire, si les génomes sont trop distants alors les génomes auront du mal à s’aligner et
la plupart des différences seront dues à des réarrangements chromosomiques et non pas
des insertions d’ET.



Chapitre III

La paramécie

Mon travail de thèse porte sur l’annotation des génomes de paramécies. Dans ce cha-
pitre, je décrirai la place phylogénétique des paramécies, et je présenterai des no-

tions sur la biologie de ces organismes, ainsi que leurs caractéristiques génomiques.
Les paramécies sont des eucaryotes unicellulaires appartenant au groupe des ciliés. Les

ciliés sont des organismes phylogénétiquement éloignés des autres organismes modèles.
Ils ont la particularité de présenter deux types de noyaux dans leur cytoplasme : un
noyau germinal et un noyau somatique (voir Figure III.1 p.52). Ces noyaux contiennent
des matériels génétiques différents devant être annotés spécifiquement.

III.1 Place du modèle paramécie

III.1.1 Les eucaryotes

La figure III.2 (p.54) montre la place des ciliés dans un arbre phylogénétique des euca-
ryotes. Appartenant au groupe des alvéolés, Paramecium et Tetrahymena sont les ciliés

les plus étudiés dans le monde. Ces deux espèces sont, néanmoins, très éloignées phylo-
génétiquement. Leur divergence est au moins comparable à la séparation des mammifères
et des arthropodes (300 à 500 Ma) (Baroin-Tourancheau et al. 1992, Xiong et al. 2019).
Les ciliés sont dans une radiation très profonde de l’arbre des eucaryotes et regroupent
des organismes morphologiquement différents (voir Figure III.4 p.55). La précision du
positionnement phylogénétique des espèces dans les arbres dépend essentiellement des
séquences fournies pour les construire (Adl et al. 2012) (voir section I.1.1 p.3). Plus un
groupe d’espèces est étudié, et donc plus nous avons accès à une variété de séquences,
plus le positionnement phylogénétique sera stable et robuste. Les organismes de labora-
toire ne sont qu’un échantillonnage non-représentatif du vivant. Il est vrai que les espèces
avec un enjeu économique ou un lien avec la santé humaine sont préférées. Par exemple,
les groupes des animaux, champignons et plantes représentent 85% des génomes séquen-
cés alors qu’ils ne représentent que 23% de la biodiversité (Burki 2014) (voir section I.3
p.16). Pourtant, à l’image de TARA Océan, des projets métagénomiques à très grande
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Figure III.1 – Organisation cellulaire de la paramécie

A. Paramécie en immunoflorescence. Les corps basaux couvrant le cortex cellulaire sont marqués
en vert. Les corps basaux se prolongent par un organite ciliaire. Les 2 petits noyaux germinaux
(MIC pour micronucleus) et le gros noyau somatique (MAC pour macronucleus) apparaissent en
bleu par un marquage DAPI. La bouche (OA pour Oral Apparatus) permet l’ingestion de particules
alimentaires. L’OA est très brillant en raison d’une densité en corps basaux très importante. B.
La cellule de ∼120 µm présente une polarité antéro-postérieure et dorso-ventrale. Les vacuoles
pulsatiles (CVP pour Contractile Vacuole Pore) ont un rôle dans l’équilibre hydrique de la cellule,
et sont rigidifiées par un réseau microtubulaire. Le dessin de droite schématise une paramécie en
division végétative avec une ségrégation des noyaux germinaux dans les deux cellules filles et une
fission a-mitotique du noyau somatique. Figure tirée de Sperling (2011)
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échelle voient le jour, facilités par la modernisation des technologies de séquençage (Car-
radec et al. 2018). L’émergence de ces programmes de recherche permet de combler les
lacunes de notre vision du monde vivant

III.1.2 Les ciliés

Le groupe monophylétique des alvéolés regroupe un grand nombre d’espèces présen-
tant une large diversité morphologique. Les figures III.2 (p.54) et III.3 (p.55) montrent

la division des Alveolata en trois sous clades. Les ciliés (Oxytricha, Euplotes, Paramecium,
ou Tetrahymena), les dinoflagellés (Symbiodinium) et les apicomplexes (Toxoplasma ou Plas-
modium) parasites des métazoaires. Les Ciliophora sont des protozoaires unicellulaires ca-
ractérisés par la présence de cils à leurs surfaces. Ces cils motiles servent essentiellement
à la locomotion et à la nutrition. Ces organismes vivent en milieu aqueux (eaux douces,
marines ou saumâtres) et existent sous forme libre, parasitaire ou symbiotique. Ils se
nourrissent de particules organiques ou bactéries, et ne sont pas contre le cannibalisme.

Les génomes les plus étudiés sont probablement ceux de Paramecium, Tetrahymena et
Oxytricha. Bien que petite, la communauté des laboratoires travaillant sur les ciliés est
répartie dans le monde. Les ciliés sont des organismes intéressants pour plusieurs as-
pects. En écotoxicologie, ils sont de bons bioindicateurs de la pureté des sols et des eaux
(lac, rivière ou eaux usées) (Lara and Acosta-Mercado 2012). La structure et le fonc-
tionnement des cils sont très conservés au cours de l’évolution. Une large communauté
s’intéresse au fonctionnement et la biogenèse des cils et flagelles, en lien avec des ma-
ladies humaines (les ciliopathies) (Bachmann-Gagescu 2014, Mitchison and Valente
2017). Pour intégrer des données extraites d’études ciliaires à haut débit, en connexion
avec des informations génétiques sur des maladies humaines, j’ai construit, en collabora-
tion avec l’équipe de J. Cohen et AM Tassin, un système d’information : Cildb (Arnaiz
et al. 2009; 2014).

Plus en lien avec le cœur de mon sujet de recherche, les ciliés possèdent une autre
particularité fascinante pour des unicellulaires. Ils présentent deux types de noyaux : un
micronoyau (MIC pour micronucleus) germinal subissant la méiose et transmettant l’infor-
mation génétique à la génération suivante et un macronoyau (MAC pour macronucleus)
somatique assurant la transcription génique pendant la vie végétative de la cellule. Nous
verrons qu’à chaque cycle sexuel, le MAC polyploïde est perdu et un nouveau MAC est
généré à partir d’un MIC. Des processus de développement impliquant des réarrange-
ments de génomes avec élimination programmée de matériel génétique ont lieu chez la
plupart des grands groupes de métazoaires (Wang and Davis 2014), mais les ciliés sont
les seuls unicellulaires à le faire (voir section III.3.1 p.64). A leur manière, les ciliés ont
différencié leur lignée germinale et somatique. L’organisation, la taille, la ploïdie et le
nombre de ces deux types de noyaux varient selon les espèces. Du point vue de l’anno-
tation, et même s’ils dérivent l’un de l’autre, ces deux noyaux contiennent des génomes
différents.
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A

B

Figure III.2 – Arbres phylogénétiques des eucaryotes

A. Arbre sans racines (basé sur un consensus de données moléculaires et ultrastructurales) don-
nant une image large de la diversité des eucaryotes. Paramecium appartient au phylum des ciliés
(ciliates), une partie du clade alvéolée. Figure tirée de (Baldauf 2003) et modifiée par Duhar-
court and Sperling (2018). B. Phylogénie enracinée plus fine des eucaryotes basée sur un jeu de
37 protéines eucaryotes avec une certaine homologie chez la bactérie. Les groupes d’espèces sont
indiqués en couleur. Figure tirée de He et al. (2014).
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Figure III.3 – Phylogénie des alvéolés

Le groupe des alveolata comporte les ciliés (violet), les dinoflagellés (vert) et les parasites apicom-
plexes (bleu). La phylogénie est basée sur un jeu de 158 gènes. Les valeurs de bootstrap sont
indiquées sur les nœuds, les ronds noirs indiquent une valeur de 100%. Figure tirée de Gentekaki
et al. (2014).

Figure III.4 – Images de ciliés

Images de différents ciliés : Euplotes harpa (A, E et F), l’hypotriche Oxytricha triffalax (B, C et G),
Paramecium caudatum (D et J) et Tetrahymena thermophila (H, I). Barres d’échelles : 60 µm (A, E, F),
50 µm (B, C, G), 20 µm (H), 100 µm (D, J). Figure tirée de Wang et al. (2017).
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III.1.3 Les paramécies

Aux États-Unis, dans les années 1930, T.M. Sonneborn a établi l’organisme Paramecium
comme modèle d’étude. Il a été séduit par cette grande cellule (∼120-150µm) facile-

ment observable à la loupe binoculaire et se prêtant bien à diverses études génétiques. Des
tests de croisements ont dévoilé l’existence d’un groupe aurelia regroupant au moins 15
espèces morphologiquement indiscernables mais sexuellement incompatibles (voir Figure
III.5 p.57) (Sonneborn 1975, Coleman 2005). Après un séjour dans le laboratoire de T.M.
Sonneborn, J. Beisson a exporté le modèle paramécie en France et notamment l’espèce Pa-
ramecium tetraurelia. Facilement cultivable, cette espèce est particulièrement bien adaptée
aux conditions de laboratoire. De plus, des croisements, et donc des études génétiques,
sont possibles.

Outre une hérédité mendélienne, la paramécie révèle une transmission héréditaire cy-
toplasmique d’un certain nombre de caractères. L’héritage du schéma cortical des corps
basaux (structure analogue aux centrioles et socle d’assemblage de l’organite ciliaire) dans
la cellule en est un exemple (Figure III.1 p.52) (Beisson 2008). Nous verrons dans la sec-
tion III.3.2 (p.68) que le développement du MAC met également en jeu une hérédité
macronucléaire non-mendélienne impliquant des mécanismes épigénétiques.

Le premier génome MAC de paramécie (Paramecium tetraurelia) a été publié en 2006
(Aury et al. 2006), puis les génomes MAC de Paramecium caudatum, Paramecium biaurelia
et Paramecium sexaurelia en 2014 (McGrath et al. 2014b;a). De récentes études affinent le
positionnement phylogénétique des paramécies par l’alignement de séquences protéiques
mitochondriales (Yi et al. 2014, Johri et al. 2019, Arnaiz et al. 2019). Sur la figure
III.5 (p.57), le groupe aurelia se divise en trois sous-clades : une sous-clade contenant P.
sexaurelia, P. jenningsi et P. sonneborni, une sous-clade avec P. decaurelia, P. dodecaurelia, P. oc-
taurelia et P. tetraurelia, et enfin une sous-clade avec P. biaurelia, P. novaurelia, P. primaurelia,
P. pentaurelia, P. quadecaurelia et P. tredecaurelia. Les espèces P. caudatum et P. multimicronu-
cleatum restent assez distantes du groupe aurelia.
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Figure III.5 – Phylogénie des paramécies

Arbre phylogénétique d’espèces de paramécies basé sur 46 protéines mitochondriales. Le groupe
d’espèces aurelia trois sous-clades : une sous-clade avec P. sexaurelia, P. jenningsi et P. sonneborni (en
orange), une sous-clade avec P. dec-, P. dodec-, P. oct- et P. tetr-aurelia (en vert), et enfin une sous-
clade avec P. bi-, P. nov-, P. prim-, P. pent-, P. quadec- et P. tredec-aurelia (en bleu). Figure modifiée de
Arnaiz et al. (2019).
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III.2 La biologie de la paramécie

III.2.1 Le cycle végétatif

Durant sa vie végétative, la paramécie se divise par fission binaire. Le noyau MAC se
sépare en deux compartiments sans mitose, et de façon non équitable (Tucker et al.

1980). Après mitose fermée, les noyaux MIC se répartissent dans les deux cellules filles
(Figure III.1B p.52). En milieu riche en bactéries et dans des conditions de laboratoire, Pa-
ramecium tetraurelia réalise environ 4 à 5 divisions par jour. Après une centaine de divisions
végétatives sans processus sexuel, la paramécie meurt par sénescence (Gilley and Black-
burn 1994). En effet, contrairement à l’homme où les chromosomes se raccourcissent par
les télomères au cours du vieillissement, les chromosomes MAC se fragmentent au cours
de la vie clonale de la paramécie, accumulant des dommages à l’ADN.

III.2.2 Les processus sexuels

En plus des divisions végétatives, les paramécies se reproduisent sexuellement. Contrai-
rement à l’espèce P. caudatum (voir Figure III.5 p.57), les paramécies du groupe aure-

lia sont capables d’opérer deux types de processus sexuels : une conjugaison entre deux
cellules de types sexuels compatibles ou une auto-fertilisation appelée autogamie. En la-
boratoire, la reproduction sexuée est induite par une carence alimentaire.

III.2.2.1 La conjugaison

La conjugaison est une reproduction sexuée entre deux cellules de types sexuels com-
patibles. L’agglutination de cellules réactives (cellules carencées n’ayant pas encore

réalisé trop (∼20) de divisions végétatives) permet la formation de couples (Figure 1B
p.xi). La figure III.6 (p.59) schématise l’organisation nucléaire pendant le cycle sexuel de
la paramécie. Dans chacun des deux partenaires, un noyau parmi huit produits méio-
tiques MIC n’est pas dégradé et subit une mitose. La fécondation s’accomplit par échange
réciproque des pronoyaux. La fusion des noyaux gamétiques maternel et paternel donne
naissance au noyau zygotique (la caryogamie), puis le noyau zygotique subit deux mitoses
successives. Deux produits vont devenir les MIC et les deux autres se développeront en
nouveaux MAC. Ces ébauches de MAC sont appelées anlagen. A la division caryonidale,
les noyaux MIC et MAC se répartissent dans les deux cellules filles. Durant toutes ces
étapes l’ancien MAC va se fragmenter (en ∼30 compartiments) et se dégrader progres-
sivement. Après quelques divisions végétatives, les fragments de l’ancien MAC auront
complètement disparu (Berger 1967).
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Figure III.6 – Organisation nucléaire pendant le cycle sexuel de P. tetraurelia

La conjugaison a lieu entre deux cellules de types sexuels compatibles. Après la formation de
couples (I), chaque MIC subi une méiose (IIa et IIb). A partir l’étape IIb, le MAC parental, sym-
bolisé en bleu, commence sa fragmentation. En III, chaque partenaire échange l’un de ses huit
produits haploïdes tandis que les sept autres sont dégradés. Le noyau zygotique est formé par la
fusion des deux pronoyaux (IV). Après deux divisions mitotiques (Va et Vb), les ex-conjugants se
séparent. Les futurs noyaux MIC migrent au pôle cellulaire antérieur et les deux nouveaux MAC
au pôle postérieur (Vb). A l’étape VI, l’amplification d’ADN et les réarrangements programmés
du génome ont lieu dans les nouveaux MAC en développement. Les produits d’une nouvelle mi-
tose des MIC et les MAC en développement se répartissent dans les cellules filles (VII) (division
caryonidale). La ploïdie finale de 800n des MAC ne sera atteinte qu’après la division végétative
suivante. Schéma tiré de Betermier and Duharcourt (2014)
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III.2.2.2 L’autogamie

L’autogamie est un processus similaire à la conjugaison mais n’engageant qu’une seule
cellule (avec un âge clonal d’au moins 20 divisions) : c’est une auto-fécondation. Il

n’y a pas d’échange de noyaux. La fusion de deux pronoyaux identiques donne le noyau
zygotique. Contrairement à la conjugaison, les noyaux résultant d’une autogamie sont
100% homozygotes à tous les loci. Pour cette raison, l’autogamie est un outil très puissant,
en particulier pour des analyses génétiques ou pour des analyses génomiques où l’on
peut séquencer et assembler l’équivalent d’un ADN "haploïde".

Plusieurs équipes, dont la mienne, étudient les réarrangements programmés de gé-
nomes pendant les processus sexuels. Pour des raisons techniques, l’induction de l’auto-
gamie est préférée à la conjugaison. En effet, la conjugaison est plus compliquée à mettre
en œuvre, et obtenir une grande quantité de matériel, pour des approches biochimiques
ou passant par le séquençage, est problématique. Pourtant, l’autogamie n’a pas que des
avantages. En laboratoire, l’autogamie est induite par carence alimentaire de cellules ayant
subi une vingtaine de divisions végétatives. Même si toutes les paramécies de la culture
vont finir par réaliser l’autogamie, toutes les cellules ne vont pas l’engager en même
temps. Cette asynchronie (∼5h) d’entrée en autogamie peut flouter des résultats d’études
de cinétiques de cellules pendant les processus sexuels (voir section IVB p.89).
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III.2.3 La génétique de la paramécie

III.2.3.1 Hérédité cytoplasmique

La figure III.7a (p.62) schématise, d’un point de vue génétique, un croisement entre
deux cellules homozygotes de génotypes différents. L’une des cellules est sauvage et

l’autre mutante pour un gène d’intérêt. Il y a échange de noyaux lors de la conjugaison
entre deux paramécies de type sexuel compatible. Après croisement, les cellules de la
génération F1 sont génétiquement identiques et hétérozygotes au locus d’intérêt grâce à
une ségrégation mendélienne classique des allèles. Après auto-fécondation, 50% de la
population F2 sera homozygote sauvage et 50% homozygote mutante.

Chez Tetrahymena, le type sexuel est déterminé au hasard parmi les 7 types sexuels
possibles (Nanney 1953). Pendant la différenciation somatique, le réarrangement d’un lo-
cus MIC reconstitue un locus somatique correspondant à un type sexuel (Cervantes et al.
2013). L’espèce Paramecium tetraurelia possède deux types sexuels : O pour Odd et E pour
Even. Comme illustré sur la figure III.7b (p.62), ce caractère phénotypique s’hérite ma-
ternellement (Sonneborn 1947, Epstein and Forney 1984). Autrement dit, le phénotype
O ou E suit une hérédité cytoplasmique. L’expression des gènes mtA, mtB et mtC est
requise pour exprimer le type E (Singh et al. 2014). Les produits des gènes mtB et mtC
sont nécessaires à l’expression du gène mtA codant pour une protéine transmembranaire.
Chez P. tetraurelia, la séquence promotrice du gène mtA des cellules du type O, est rendue
non fonctionnelle pendant la maturation du nouveau MAC. En effet, une petite séquence
de 195 nt, contenant le site de début de transcription et les 26 premiers nucléotides de la
séquence codante de mtA, est excisée dans les MAC des cellules de type O, et pas dans les
MAC des cellules du type E. Nous verrons dans la section III.3.1 (p.64) que cette séquence
est excisée comme une des 45 000 petites séquences (appelées IES pour Internal Eliminated
Sequence) que compte le génome MIC de Paramecium tetraurelia, et que son élimination est
guidée par des mécanismes impliquant une voie de petits ARN.

III.2.3.2 Outils moléculaires : transformation et extinction génique

Contrairement à Tetrahymena (Cassidy-Hanley et al. 1997, Gaertig and Kapler
2000), une transformation permanente du génome MIC n’est toujours pas opération-

nelle pour la paramécie. En revanche, d’autres outils très puissants ont été développés.
Il est possible de faire produire, à la paramécie, une protéine transgénique par microin-
jection d’ADN dans le noyau MAC. La machinerie cellulaire de la paramécie convertit le
fragment d’ADN linéaire en véritable mini-chromosome MAC par télomérisation de novo
des extrémités. En utilisant cette technique, une localisation subcellulaire de protéines
peut être réalisée par injection d’une fusion d’un gène d’intérêt et d’une étiquette comme
la GFP (Green Fluorescent Protein) (Beisson et al. 2010). Dans l’article de Guérin et al.
(2017) (voir section V.2 des résultats p.135), cette méthode est utilisée pour localiser le va-
riant de l’histone H3 centromérique (CenH3) dans les noyaux germinaux de la paramécie
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Figure III.7 – Analyse génétique et type sexuel chez P. tetraurelia

a | Ségrégation mendélienne d’une paire d’allèles. Les cellules différentes (m/m et +/+) échangent
un pronoyau et effectuent la caryogamie. En conséquence, les cellules F1 sont génétiquement iden-
tiques. Durant l’autogamie suivante, chaque pronoyau fusionne avec une copie de lui-même for-
mant ainsi le noyau zygotique, 100% homozygote sauvage ou mutant. b | Hérédité maternelle
(cytoplasmique) du type sexuel. Les O et les E autour des cellules représentent le type sexuel ex-
primé par chaque cellule. Les MAC sont colorés en fonction de leur détermination pour l’un ou
l’autre des types sexuels. Figure reproduite de Singh et al. (2014)
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(Lhuillier-Akakpo et al. 2016). Ruiz et al. (1998) ont remarqué qu’une injection d’un
grand nombre de copies de transgène sans séquences régulatrices, entrainait la répression
du gène endogène homologue, par une dégradation post-transcriptionnelle de l’ARNm
(Galvani and Sperling 2001). Peu de temps après, la technique d’extinction génique par
"alimentation" (feeding), initialement développée chez C. elegans, a été adaptée à la para-
mécie (Galvani and Sperling 2002). Un fragment d’ADN du gène d’intérêt entouré de
promoteurs convergents inductibles est cloné dans la bactérie E. coli. Les bactéries, pro-
duisant de l’ARN double brin (ARNdb), sont ingérées par la paramécie et provoquent
la répression du gène cible en quelques heures. Les voies d’extinction génique par injec-
tion ou par alimentation impliquent la présence de petits ARN de 23 nt, appelés siARN,
produits suite au clivage de l’ARNdb précurseur. Des approches de mutagenèse, puis ca-
ractérisation de la mutation par séquençage global, ont permis de décrypter les acteurs
impliqués, et notamment les protéines du type Dicer (endoribonucléase), Piwi (protéine
liant l’ARN) et RdRP (ARN polymérase ARN-dépendante) (Marker et al. 2014).

La facilité de mise en œuvre de techniques comme l’extinction génique par alimen-
tation ou la transformation par injection rend le modèle paramécie très attractif. Là ou
plusieurs mois sont nécessaires pour obtenir l’invalidation génique par recombinaison
chez Tetrahymena, 24 à 48 heures suffisent pour établir un phénotype (végétatif) chez la
paramécie par ARN interférence.
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III.3 Génomique de la paramécie

III.3.1 Les génomes micronucléaire et macronucléaire

Nous avons vu précédemment que les ciliés présentent un dimorphisme nucléaire. Le
MIC est le noyau germinal transmettant le matériel génétique à la descendance.

Le MIC est transcriptionnellement éteint pendant la vie végétative. En revanche, toute la
transcription génique, nécessaire à la vie cellulaire, a lieu dans le noyau MAC somatique,
Bien qu’étant originaire d’un même noyau zygotique (Figure III.6 p.59), les noyaux MIC
et MAC sont très différents. En effet, le petit MIC est diploïde, alors que le gros MAC
est hautement polyploïde. Le nouveau MAC en développement subit plusieurs vagues
d’endoréplication pour passer d’un stade diploïde à un stade polyploïde (Figure III.8
p.65) (Berger 1973). L’ébauche endure également des réarrangements programmés de
génomes (Coyne et al. 2012, Betermier and Duharcourt 2014). Ces réarrangements
programmés de génome consistent en une fragmentation des chromosomes MIC et une
perte de matériel génétique. Par exemple, contrairement aux chromosomes MIC, les chro-
mosomes MAC sont dépourvus de centromères actifs, démontré par une absence de mar-
quage des noyaux par le variant d’histone centromérique (Cervantes et al. 2006, Cui
and Gorovsky 2006, Lhuillier-Akakpo et al. 2016) (voir section I.2.1 p.7). La majorité
des séquences perdues pendant la maturation du MAC correspondent à des séquences
répétées, satellites et transposons. Si ces processus biologiques sont communs aux ciliés,
les modalités et la nature des événements diffèrent. En effet, la situation est relativement
différente si l’on étudie Tetrahymena, Paramecium ou Oxytricha (Table III.1 p.64 et Figure
III.8 p.65).

Tetrahymena
thermophila

Paramecium te-
traurelia

Oxytricha
trifallax

Nombre de chromosome MIC 5 ≥ 50
?

Ploïdie du MIC 2 2 2
Taille du génome MIC 157 Mb ∼100 Mb ∼500 Mb
Contenu en G+C du MIC 22% 27% 28%
Nombre d’IES 12 000 45 000 150 000
Complexité éliminée (%) 34% 28% 90%
Nombre de chromosome MAC 181 ∼150 15600
Ploïdie du MAC 45 800 ∼2 000
Taille du génome MAC 103 Mb 72 Mb 50 Mb
Nombre de gènes 24 700 40 460 ∼18 400
Contenu en G+C du MAC 22% 28% 31%

Table III.1 – Statistiques sur les génomes haploïdes MIC et MAC de Tetrahymena, Paramecium et Oxytri-
cha

Modifié de Wang et al. (2017)
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Figure III.8 – Dimorphisme nucléaire et réarrangements de l’ADN chez Paramecium et Tetrahymena

Ce schéma représente les réarrangements programmés de génome entre le noyau MIC et le noyau
MAC chez Tetrahymena thermophila (en haut en vert) et Paramecium tetraurelia (en bas en saumon).
La figure est commentée dans le texte. Figure tirée de Coyne et al. (2012)

Tetrahymena thermophila a un micronoyau contenant 5 chromosomes métacentriques
avec une complexité de génome haploïde de 157 Mb (Hamilton et al. 2016). Les chro-
mosomes MIC sont coupés en 181 chromosomes MAC d’une taille comprise entre 20 kb et
3 Mb. La fragmentation des chromosomes s’effectue à des sites bien spécifiques de 15 pb,
appelés Cbs (Chromosome breaking site) (Yao et al. 1990, Fan and Yao 2000, Hamilton
et al. 2016). Aux abords des coupures, les extrémités sont dégradées puis télomérisées
(Fan and Yao 1996) (Figure III.8 p.65). Pendant la différenciation macronucléaire, >30%
du matériel génétique micronucléaire est éliminé. Environ 12 000 séquences, appelées IES
(Internal Eliminated Sequences), sont excisées du futur génome MAC (Hamilton et al.
2016). La très grande majorité de ces IES sont intergéniques et excisées de manière impré-
cise puis ligaturées. Uniquement 12 IES intragéniques ont été identifiées chez Tetrahymena
(Hamilton et al. 2016, Cheng et al. 2016, Feng et al. 2017). D’autre part, le MAC de
Tetrahymena thermophila passe d’un état diploïde à une ploïdie ∼45n, pour une complexité
de génome haploïde de 103 Mb (Eisen et al. 2006, Coyne et al. 2008) (Table III.1 p.64).

Oxytricha trifallax est un autre organisme modèle cilié très distant phylogénétique-
ment de Paramecium ou de Tetrahymena (Figure III.3 p.55 et III.4 p.55). Cette espèce est
cependant très intéressante. Le génome MIC a une complexité estimée d’au moins 500
Mb (Chen et al. 2014). Les chromosomes micronucléaires sont fragmentés en ∼16 000
"nanochromosomes" somatiques de ploïdie variable (∼2000n), puis télomérisés (Nowacki
et al. 2010, Swart et al. 2013). Avec une taille moyenne de 3.2kb, les nanochromosomes
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ne contiennent en général qu’un seul gène. Plus de 90% de l’ADN MIC est éliminé pen-
dant la différenciation macronucléaire. On estime que ∼150 000 séquences (IES), bornées
par de courtes répétitions appelées pointeurs, sont éliminées précisément (Chen et al.
2014). De petits ARN produits à partir de transcrits maternels ciblent les régions à pro-
téger de l’élimination (Fang et al. 2012, Zahler et al. 2012). Nous verrons dans la
section III.3.2.3 (p.75) que les réarrangements programmés de génome de la paramécie
impliquent également des petits ARN, mais ils ont un rôle de ciblage des régions à éli-
miner et non pas protecteur. En plus de cette élimination d’ADN, pour reconstituer ses
nanochromosomes somatiques et reformer des gènes fonctionnels, Oxytricha utilise de
longs transcrits maternels pour réordonner et réorienter les fragments de gènes portés
par les chromosomes MIC (Figure III.9 p.66) (Nowacki et al. 2008).

Figure III.9 – Développement du génome macronucléaire chez Oxytricha

Pendant la conjugaison des cellules d’Oxytricha, des segments du génome micronucléaire sont ex-
cisés et religués ensemble pour former les nanochromosomes du nouveau génome MAC (ou MDS
pour Macronucleus Destined Sequence). Le reste du génome micronucléaire est éliminé. Les segments
religués peuvent être soit en ordre (formant par exemple le nanochromosome 1, à gauche), soit
en ordre ou inversés (formant par exemple les deux formes du nanochromosome 2), auquel cas
ils doivent être ré-ordonnés. Une fragmentation alternative de l’ADN, pendant le développement
MAC, produit des isoformes de nanochromosomes de tailles différentes (2a et 2b). Les nanochro-
mosomes matures sont coiffés aux deux extrémités par des télomères. Figure de Swart et al.
(2013)

Paramecium tetraurelia possède dans son cytoplasme deux micronoyaux (∼3µm) di-
ploïdes et un macronoyau (∼30µm) polyploïde (∼800n) (Berger 1973). La complexité du
génome MIC est estimée à ∼100 Mb (Guérin et al. 2017). Le nombre de chromosomes
MIC n’est pas parfaitement connu, mais un marquage cytologique a détecté ∼60 paires
de chromosomes germinaux (Jones 1956, Betermier and Duharcourt 2014). Contraire-
ment à Tetrahymena, la fragmentation des chromosomes MIC de la paramécie ne s’effectue
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pas à des sites spécifiques tels que les Cbs. Les points de cassures sont imprécis et localisés
dans des zones particulières des chromosomes MIC contenant des minisatellites ou trans-
posons. Cependant, aucun motif n’a été détecté. Le Mouël et al. (2003) ont observé chez
Paramecium primaurelia une élimination variable d’ADN aux abords des coupures pouvant
aller jusqu’à ∼20kb. Les extrémités peuvent être télomérisées ou religuées (Figure III.8
p.65). On considère que Paramecium tetraurelia possède ∼120 chromosomes MAC (dénués
de séquences répétées et sans centromères) pour une complexité haploïde de 72 Mb (Aury
et al. 2006). La résolution variable des cassures chromosomiques entraine la présence de
plusieurs versions différentiellement réarrangées d’un même chromosome MAC au sein
d’une même cellule. L’assemblage du génome MAC est donc une version consensus et
théorique de la diversité des molécules que l’on pourrait observer dans un macronoyau.
Autrement dit, un chromosome MAC n’a pas de réelle existence. Environ 28% du gé-
nome MIC est éliminé pendant la différentiation macronucléaire. Parmi ces ∼28%, ∼3%
de séquences, appelées IES, sont excisées du génome de manière précise. Contrairement à
Tetrahymena, les 45 000 IES de paramécie sont en copie unique et bornées invariablement
par deux di-nucléotides TA à chaque extrémité (Bétermier et al. 2000, Arnaiz et al.
2012). Dans la section III.3.2 (p.68), je donnerai plus d’éléments sur les caractéristiques
des IES de paramécie.
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III.3.2 Élimination des séquences micronucléaires

Comme pour tous les ciliés, le bon développement du nouveau MAC est critique pour
la survie de la paramécie. Nous avons vu que ce développement macronucléaire im-

plique des réarrangements programmés de génome et une amplification de l’ADN de 2n à
environ 800n (8 à 10 cycles de réplication Berger (1973)). Les réarrangements de génome
chez la paramécie correspondent à une perte de matériel génétique (Table III.1 p.64) que
l’on peut séparer en deux catégories : une élimination hétérogène de séquences (∼25 Mb)
plus ou moins répétées (transposons et satellites) et une excision précise de petites sé-
quences (IES pour Internal Eliminated Sequences) représentant une complexité de ∼3.5 Mb
(Figure III.6 p.59). Ces deux processus complexes ont lieu dans une fenêtre de temps de
quelques heures (Bétermier 2004). Les IES pouvant être intragéniques, le nouveau MAC
doit être correctement réarrangé pour être fonctionnel. Pendant le développement ma-
cronucléaire, les fragments de l’ancien MAC (en dégradation) assurent la transcription
génique nécessaire à la vie cellulaire. Le développement du MAC commence par 3 à 4
cycles de réplication discrets. La suite de l’amplification d’ADN sera continue et se pour-
suivra après la division caryonidale (Berger 1973). L’excision des IES commence après les
premiers cycles de réplication et se terminera avant la division caryonidale (Gratias and
Bétermier 2001). D’après des données préliminaires d’A. Le Mouël et A. Gratias, l’éli-
mination hétérogène des séquences répétées s’amorcerait après les premières excisions
d’IES.

III.3.2.1 Les Internal Eliminated Sequences

L’ensemble des éléments, que je vais introduire dans ces paragraphes, seront dévelop-
pés dans la section V.1.1 des résultats (p.105) et dans l’article associé (Arnaiz et al.

2012).

Caractérisation des IES Les IES de paramécie sont des segments d’ADN éliminés pré-
cisément pendant le développement du génome MAC. A l’exception de l’IES du gène
mtA (voir section III.2.3.1 p.61 et la discussion VII.2.2.3 p.178), les IES sont non codantes
et globalement uniques dans le génome. Dans les années 1990-2000, seule une poignée
d’IES avait pu être identifiée, majoritairement dans des gènes codant pour des antigènes
de surface (Steele et al. 1994, Preer et al. 1992). Il a fallu attendre le séquençage du
génome MAC et l’identification de la transposase domestiquée PiggyMac (Pgm), de la fa-
mille des transposases piggyBac (voir section II.2.1.2 p.44), nécessaire aux réarrangements,
pour identifier les 45 000 IES du génome de Paramecium tetraurelia (Aury et al. 2006, Bau-
dry et al. 2009, Arnaiz et al. 2012). Les IES sont invariablement bornées par deux TA
requis pour une excision correcte (Mayer and Forney 1999, Ruiz et al. 2000, Gratias
et al. 2008). Les IES que nous avons identifiées sont de courtes séquences (entre 26pb et
5.5kb dont 93% avec une taille inférieure à 150 paires de bases) (Figure III.10A p.69) ne
représentant que 3.5 Mb de complexité sur les 28 Mb éliminées pendant la maturation du
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MAC (Guérin et al. 2017). La distribution des tailles d’IES est remarquable. Elle montre
une périodicité de 10.2pb correspondant à un tour d’hélice de l’ADN double brin. Nous
avons postulé que cette contrainte de taille traduirait une pression mécanistique pour
une excision optimale des IES (Bischerour et al. 2018). En effet, le rapprochement des
deux bornes de l’IES autoriserait l’introduction des cassures double brin, ensuite les deux
TA résiduels s’apparieraient pour permettre la réparation (voir paragraphe suivant sur la
Mécanismes moléculaires d’excision des IES). Donc deux TA spatialement proches minimise-
raient l’énergie de torsion de l’ADN qui favoriserait la réaction (Arnaiz et al. 2012).

Figure III.10 – Propriétés de séquence des IES de P. tetraurelia

A. Histogramme de taille des IES B. Consensus aux bornes des IES. Figure tirée de Arnaiz et al.
(2012)

Origine des IES Le consensus dégénéré de 6pb (TAYAGT) aux bornes des IES (Figure
III.10B p.69) suggère qu’elles dériveraient de transposons de la famille Tc1/IS630 mariner
(Klobutcher and Herrick 1995). Klobutcher and Herrick (1997) ont également pro-
posé un scénario (Invasion, Bloom, Adbicate and Fade) expliquant l’origine des IES dans les
génomes des ciliés. Dans ce modèle, revu par Dubois et al. (2012), un transposon Piggy-
Bac aurait envahi le génome MIC d’un ancêtre des ciliés (antérieur à la divergence Tetrahy-
mena et Paramecium). Le gène de la transposase aurait été domestiqué (Pgm). Le génome
germinal de la paramécie aurait subi une seconde invasion par un ET Tc1/mariner. Grâce
à la transposase domestiquée, ces séquences parasites peuvent être excisées précisément
du génome somatique, sans impact sur la vie de la cellule. Sans pression de sélection, l’ET
a pu se répandre, via sa transposase, pendant une longue période de temps, et dans tout



70 Chapitre III. La paramécie

le génome. Dans un deuxième temps évolutif, les copies Tc1/mariner auraient perdu, par
délétion, leur autonomie de transposition. Les IES observées aujourd’hui seraient le stade
avancé de la dégradation des ET. L’hypothèse de l’origine transposon des IES a été confor-
tée par la reconstruction d’un consensus de transposons Tc1/mariner (Anchois) à partir des
rares longues séquences d’IES (Arnaiz et al. 2012). Une autre caractéristique de la distri-
bution de taille des IES est une accumulation d’IES vers des tailles comprises entre 26 et
30 pb. En accord avec l’hypothèse de Klobutcher and Herrick (1997), cette observation
peut être expliquée par la dégradation progressive des séquences, tout en maintenant les
TA aux bornes essentiels à l’excision, jusqu’à une taille limite de 26pb. Par des analyses
de génomique comparative, nous avons mis en évidence un lien entre la taille des IES
et leurs "âges" d’insertion. En effet, les IES les plus grandes ont tendance à être les plus
récemment insérées dans le génome (Arnaiz et al. 2012).
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Mécanismes moléculaires d’excision des IES La première étape d’excision d’une IES
est une cassure double brin (CDB) de l’ADN à chaque extrémité de la séquence (Gra-
tias and Bétermier 2003). Avec 45 000 IES, 90 000 CDB sont introduites (par génome
haploïde) et réparées dans un intervalle de temps réduit (voir section III.2.2 p.58). Les
IES sont séparées par 1.5Kb en moyenne, donc la moitié des gènes sont interrompus par
au moins une IES. Ce processus d’excision doit donc être précis et efficace. Dans le cas
d’une IES dans un exon codant, on imagine bien la nécessité de l’exciser précisément afin
de reconstituer une ORF fonctionnelle. En théorie, il suffirait d’une IES, non excisée, dans
un gène essentiel pour conduire à un phénotype de létalité. Le mécanisme d’excision est
relativement complexe et implique de nombreux facteurs (Betermier and Duharcourt
2014). Des analyses de profils d’expression (puces à ADN et ARN-seq) des gènes pendant
le développement du MAC (Arnaiz et al. 2010; 2017) ont participé à l’identification de
certains de ces facteurs. La Figure III.11 (p.72) schématise la géométrie de la CDB avec
des extrémités de 4 bases 5’ sortantes centrées sur le di-nucléotide TA. Les CDB sont réa-
lisées par Pgm (Baudry et al. 2009). La présence de co-facteurs, homologues de Pgm
(les Pgm-like), est également requise pour l’introduction des cassures de l’ADN (Bische-
rour et al. 2018). Les deux extrémités sont religuées en utilisant la voie de réparation
du NHEJ (Non-Homologous End Joining) (Kapusta et al. 2011). Pour réparer la CDB, les
deux extrémités de séquences MAC s’apparient sur le TA (voir Figure III.11 p.72). Après
maturation des extrémités 5’, le complexe Ligase 4 (LIG4) et XRCC4 du NHEJ religue les
deux extrémités, pour reformer la jonction chromosomique (Kapusta et al. 2011). Quant
aux molécules excisées correspondant aux IES, elles peuvent être circularisées (si la lon-
gueur le permet) ou se concatémériser avec d’autres segments excisés en utilisant la voie
du NHEJ (Bétermier et al. 2000, Gratias and Bétermier 2001, Allen et al. 2017).
De manière intéressante, Marmignon et al. (2014) ont montré un couplage étroit entre
la voie de réparation du NHEJ (par l’intermédiaire de l’hétérodimère Ku70/Ku80) et le
processus de clivage de l’ADN accompli par la transposase domestiquée Pgm. En effet, la
présence du dimère Ku80/Ku70 est requise pour engager les CDB.

Les erreurs d’excision des IES Nous venons de voir que les IES doivent être excisées
précisément et de manière très efficace. Cependant, des erreurs d’excision peuvent appa-
raitre à des fréquences très faibles (Duret et al. 2008, Arnaiz et al. 2012, Swart et al.
2014). Le MAC ayant une ploïdie de 800n, il est concevable qu’une IES soit mal excisée
sur quelques molécules, à condition que la rétention ne soit pas délétère. Une analyse
fine de données de séquençage démontre l’existence de trois types d’erreurs d’excision
d’IES (aussi appelés TA-indel par précaution, car tous les TA-indels ne correspondent pas
forcément à une IES). (i) Un TA-indel "résiduel" est une rétention partielle d’une IES dans
le MAC. (ii) L’excision d’une IES peut se faire avec des bornes TA alternatives. (iii) Une
excision cryptique de séquence MAC peut également être détectée, non reliée à une IES.

Les TA-indels sont sur-représentées dans les séquences non-codantes (40% des TA-
indels sont intergéniques contre 21% des nucléotides de l’ensemble du génome). Si elles
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Figure III.11 – Modèle d’excision des IES chez P. tetraurelia

Mécanisme moléculaire et acteurs protéiques impliqués dans l’excision des IES. L’hétérodimère
Ku70/Ku80 interagit avec Pgm pour autoriser ce dernier à introduire les CDB. Ku70/Ku80 pro-
tégerait les extémités et recruterait les autres acteurs de la voie de réparation du NHEJ, comme
DNA-PKcs. Après élimination du nucléotide en 5’ et addition d’un nucléotide complémentaire, le
complexe Lig4/Xrcc4 referme la jonction MAC. A droite la séquence excisée serait circularisée par
cette même voie de réparation du NHEJ. Figure tirée de Betermier and Duharcourt (2014)
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sont localisées dans les séquences codantes des gènes, la rétention de l’IES induit la forma-
tion d’un ARNm aberrant et potentiellement délétère. Comme pour les introns (Jaillon
et al. 2008) (voir section III.3.3 p.82), les IES semblent être soumises à une pression de
sélection pour que l’éventuel ARNm non fonctionnel soit reconnu par les systèmes de
contrôle qualité des ARNm, tel que le NMD (None-sense Mediated Decay, un système de
dégradation des ARNm aberrants) (Maquat 2004, Saudemont et al. 2017). En effet, il
existe une sous représentation de TA-indel d’une longueur multiple de 3 (3n, ne décalant
pas le cadre de lecture) n’introduisant pas de codon stop prématuré en phase, et donc
invisible au NMD (Duret et al. 2008).
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III.3.2.2 Les séquences éliminées imprécisément

Le mécanisme d’élimination des séquences répétées est probablement analogue à ce-
lui des IES, mais reste moins bien caractérisé. En effet, l’hétérogénéité des coupures

et des réarrangements compliquent les analyses. Les grandes régions à éliminer seraient
principalement localisées aux bords des chromosomes MIC, isolées des zones génomiques
contenant les gènes (Figure III.12 p.75) (Guérin et al. 2017, Duharcourt and Sperling
2018). Cependant la structure réelle des chromosomes MIC est encore une question en
suspens. L’élimination d’ADN est suivie par une télomérisation de novo des extrémités
conduisant à la fragmentation des chromosomes MAC (Le Mouël et al. 2003, Duret
et al. 2008). Les télomères MAC de paramécie sont constitués de 200 à 300 pb de répé-
titions 5’-G4T2-3’ ou 5’-G3T3-3’ (Baroin et al. 1987, McCormick-Graham and Romero
1996). Les sites de télomérisation ne sont pas précis et présentent une certaine variabilité.
En effet, deux sites de télomérisation peuvent être séparés de plusieurs kilobases (For-
ney and Blackburn 1988, Caron 1992, Le Mouël et al. 2003, Amar and Dubrana
2004). Au lieu d’une télomérisation, les CDB peuvent être réparées par ligation des deux
extrémités, conduisant à une délétion interne du chromosome (Le Mouël et al. 2003).
L’analyse des jonctions résultantes suggère que les mécanismes impliqués seraient simi-
laires à l’excision/réparation précise des IES (Coyne et al. 2012). Les ∼25 Mb d’ADN
éliminés, pendant la maturation du MAC de P. tetraurelia, contiennent des ET (pour ∼2.5
Mb, 10%) et des répétitions simples en tandem (satellites) (pour ∼1.25 Mb, 5%) (Guérin
et al. 2017). Dans la section V.2 des résultats (p.135), nous verrons que les ET de P. tetrau-
relia sont majoritairement des LINE (70% des copies) et des TIR (20% des copies) (Guérin
et al. 2017). Quant aux ∼21 Mb (85%) de génome MIC restant, ils ne sont pas annotés et
restent au cœur de ma recherche actuelle (voir discussion VII.2 p.172).
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Figure III.12 – Réarrangements génomiques et organisation chromosomique

La première barre représente une vision spéculative de la structure d’un chromosome MIC de
paramécie. Les séquences destinées au MAC sont indiquées en bleu et les grandes séquences
à éliminer en rouge. Les zones de séquences grises sont hypothétiques car non présentes dans
l’assemblage. Duharcourt and Sperling (2018) ont pris le parti de proposer un chromosome
MIC à deux bras. Les pistes en dessous montrent un histogramme de couverture en lectures de
séquençage MIC (200 × pour les régions destinées au MAC et 100 × pour les régions limitées au
MIC), les transposons à ADN et ARN (Guérin et al. 2017), les IES (Arnaiz et al. 2012) et les
gènes (Arnaiz et al. 2017). Les barres bleues schématisent les différentes formes de chromosomes
MAC générées par ligation ou télomérisation des bornes cassées (en jaune). Sur le côté droit, le
zoom sur quelques Kb illustre bien la présence d’IES (segments rouges) dans les exons codants
des gènes (segments bleus). Figure tirée de Duharcourt and Sperling (2018)

III.3.2.3 Le reconnaissance des séquences à éliminer

La reconnaissance des séquences à éliminer est un problème d’actualité, même si des
avancées notables ont été réalisées ces dernières années. Pour les ET de la super-

famille TIR, la transposase utilise les répétitions inversées aux bornes de l’ET pour trans-
poser (voir section II.2.1.2 p.44). Chez la paramécie, l’excision des séquences implique
également une protéine apparentée à une transposase (Pgm), mais aucun motif n’est clai-
rement identifiable permettant de cibler ces séquences. Même si le di-nucléotide TA aux
bornes est nécessaire à l’excision des IES, le consensus dégénéré de 6pb (TAYAGT, voir
Figure III.10B p.69) n’est pas un signal suffisant pour une reconnaissance précise, en par-
ticulier dans un génome riche en A et T (voir section III.3.1 p.64).

Une partie de la réponse est liée à de l’homologie de séquence et des mécanismes épi-
génétiques impliquant de petits ARN non codants. Des études ont montré que le contenu
en ADN du MAC maternel influe sur les réarrangements du nouveau MAC. L’étude
d’un mutant (d48) a montré qu’un gène, codant pour un antigène de surface A, est éli-
miné de manière reproductible du génome MAC, alors qu’il est intact dans le génome
MIC (Epstein and Forney 1984, Forney and Blackburn 1988). Ne suivant pas les lois
mendéliennes, cette délétion du gène est héritée maternellement. L’injection du gène A
dans le MAC de l’épi-mutant d48 restaure le phénotype sauvage à la génération suivante
(Koizumi and Kobayashi 1989). La présence de copies du gène dans le MAC maternel
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entraine la non-élimination du locus correspondant (Meyer 1992). De manière similaire,
l’introduction d’une séquence d’IES dans le MAC maternel peut conduire à la rétention de
cette IES spécifiquement à la génération suivante (Duharcourt et al. 1995; 1998). L’effet
sera d’autant plus fort que le nombre de copies injectées est élevé (Nowacki et al. 2005).
Cependant, seul un tiers des IES testées (sur une quinzaine d’IES) possède ce genre de
comportement suggérant que toutes les IES n’ont pas les mêmes caractéristiques (Duhar-
court et al. 1998). Ces IES, dont l’excision est contrôlée maternellement, sont désignées
comme maternally controlled IES (mcIES).
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Modèle de scanning Le modèle du "scanning" a été proposé pour expliquer le ciblage
des séquences à éliminer. Mochizuki et al. (2002) ont énoncé ce modèle pour Tetrahymena
thermophila, puis il a été extrapolé à la paramécie (Lepere et al. 2008, Lepère et al. 2009,
Coyne et al. 2012, Betermier and Duharcourt 2014). Ce modèle met en jeu plusieurs
classes d’ARN non codants : des ARN non codants générés de l’ancien MAC avec un rôle
protecteur, et des ARN produits à partir de la lignée germinale favorisant l’élimination de
séquences. Une comparaison génomique entre ces deux populations d’ARN permettrait
de déterminer les régions à déléter. Autrement dit, seules les séquences présentes dans
le MAC maternel seront conservées et toutes les séquences présentes uniquement dans le
MIC seront éliminées. La figure III.13 (78), tirée de Betermier and Duharcourt (2014),
schématise le modèle.

Au stade végétatif, le génome MAC somatique est transcrit à faible niveau, de manière
constitutive et dans les deux sens (Lepere et al. 2008). Ces transcrits transmettent l’in-
formation du génome parental réarrangé. A la méiose, des transcrits précurseurs double
brin sont produits à partir du génome germinal (version non réarrangée du génome) im-
pliquant notamment le facteur Spt5 (régulateur de transcription ; Spt5 a probablement
un autre rôle que la production de ces transcrits naissants) (Gruchota et al. 2017). Ces
longs transcrits sont coupés en petits ARN de 25nt 5’UNG (2 nt sortant en 3’) appelés scan
ARN (scnARN) par les protéines Dicer-like 2 (DCL2) et Dicer-like 3 (DCL3) (Lepère et al.
2009, Sandoval et al. 2014). Dcl2 a une préférence de clivage pour des petits ARN de
25nt alors que Dcl3 préfère générer des petits ARN portant la signature 5’UNG (Sando-
val et al. 2014, Hoehener et al. 2018). Même si les scnARN ressemblent aux piRNA des
métazoaires (associés à des protéines Piwi et produits à partir de la lignée germinale), ces
petits ARN couvrent l’ensemble du génome MIC (Lepère et al. 2009, Singh et al. 2014).
Les scnARN sont chargés par des protéines de la famille Argonaute, Ptiwi01 et Ptiwi09
(Bouhouche et al. 2011) et transportés dans les fragments de l’ancien MAC. Par homo-
logie de séquence, les transcrits maternels sont comparés au catalogue de scnARN. Ce
processus implique notamment une hélicase PTMB.220 (Nowak et al. 2011) et les pro-
téines Nowa1 et Nowa 2 (Nowacki et al. 2005). Bien que les modalités soient inconnues,
le résultat de cette comparaison (scanning) est la sélection des scnARN ne pouvant pas
s’apparier sur des transcrits du MAC maternel et donc spécifiques des régions à éliminer.
La population de scnARN ayant pu s’apparier tend à disparaitre par dégradation, mo-
dification ou séquestration. Les scnARN sélectionnés, chargés sur les protéines Ptiwi1/9
Nowa1/2, sont transportés dans l’ébauche en développement. Pour guider l’endonucléase
Pgm, l’homologie de séquence entre scnARN et séquences à éliminer, impliquant la pro-
téine TfIIs4 (homologue du facteur d’élongation TFIIS) (Maliszewska-Olejniczak et al.
2015), conduirait au dépôt de marques épigénétiques H3K9me3 et H3K27me3 par Ezl1
(Taverna et al. 2002, Liu et al. 2007, Lhuillier-Akakpo et al. 2014, Frapporti et al.
2019) (voir section I.2.1 p.8). Le système serait également amplifié par la production d’une
autre classe de petits ARN. A partir des séquences IES excisées, la protéine Dicer-like 5
(DCL5) générerait des iesARN de 25 à 30nt de long (Sandoval et al. 2014), chargés par



78 Chapitre III. La paramécie

Figure III.13 – Modèle de scanning chez P. tetraurelia

La description de cette figure est donnée dans le texte. Figure tirée de Betermier and Duhar-
court (2014)
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les protéines Ptiwi10 et Ptiwi11 (Furrer et al. 2017). Avec une signature 5’UAG, les ie-
sARN correspondent préférentiellement aux extrémités des IES avec un consensus aux
bornes TAYAG (voir section III.3.2.1 p.68).

Un modèle imparfait Le modèle du scanning a été imaginé pour expliquer l’hérédité
maternelle des réarrangements de génome, en particulier des régions éliminées impré-
cisément et de l’excision précise des IES contrôlées maternellement (mcIES). Cependant,
d’après des études moléculaires, seul un tiers des IES sont des mcIES, laissant une ma-
jorité d’IES incompatible avec le modèle du scanning. La déplétion par ARN interférence
de l’endonucléase Pgm empêche l’excision de toutes les IES, et le séquençage de cet ADN
a permis d’identifier les 45000 IES du génome de Paramecium tetraurelia (Arnaiz et al.
2012). En suivant la même stratégie, le séquençage d’ADN de cellules déplétées en divers
facteurs a été réalisé ces dernières années (voir Table III.2 p.80). Grâce au logiciel Par-
TIES (Denby Wilkes et al. 2016) (voir section V.1.2 des résultats p.127), nous avons pu
classifier les IES en fonction de la dépendance à tel ou tel facteur.

La Table III.2 (p.80) et la Figure III.14A (p.81) montrent qu’il existe trois grandes
catégories d’IES. Tout d’abord, les mcIES dont le comportement est explicable par le mo-
dèle du scanning. En effet, l’inactivation des facteurs DCL2/3/5 (co-inactivés) (Sandoval
et al. 2014, Swart et al. 2014; 2017), NOWA1/2 (Nowacki et al. 2005, Swart et al.
2017) ou TFIIS4 (Maliszewska-Olejniczak et al. 2015), perturbant la genèse des trans-
crits maternels, la production/transport des scnARN ou la comparaison des séquences
homologues (scnARN et ARN correspondant aux régions à éliminer), conduit à la réten-
tion significative d’environ 50% des IES (en vert sur la Figure III.14). L’inactivation du
facteur Ezl1, l’histone méthyltransférase qui dépose les marques H3K9me3 et H3K27me3,
entraine la rétention de 70% des IES (Lhuillier-Akakpo et al. 2014, Frapporti et al.
2019). L’ensemble des mcIES sont des IES Ezl1-dépendantes. Il existe donc 20% des IES
qui dépendent uniquement du marquage épigénétique mais pas des petits ARN (en bleu
sur la Figure III.14). Lhuillier-Akakpo et al. (2014) ont également montré que plus
une IES est petite plus la probabilité qu’elle soit dépendante d’Ezl1 est faible (voir Figure
III.14B p.81). Et inversement, les grandes IES (>75nt) ont une grande chance d’être des
IES "épigénétique" (vert ou bleu sur la figure). Enfin, les 30% d’IES restantes (en gris) sont
des IES qui ne semblent etre affectées que par l’inactivation de facteurs impliqués directe-
ment dans l’introduction des CDB ou à leur réparation par le NHEJ (Baudry et al. 2009,
Kapusta et al. 2011, Arnaiz et al. 2012, Marmignon et al. 2014, Bischerour et al.
2018).
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Gène Fonction Nombre d’IES re-
tenues après dé-
pletion

Proportion du
génome MIC
couvert

Référence

PGM Transposase domesti-
quée clivant l’ADN

100% 97% [1,2]

PGM-likes Partenaires de Pgm ∼100% ∼97% [3]
SPT5 Facteur d’élongation 100% 98% [4]
EZL1 H3K27 et H3K9 histone

methyltransférase
∼70%
(N=∼30000)

100% [5]

CAF1 Modification de la
chromatine

58% (N=26395) 98% [6]

DCL2/3 Dicer-like ribonucléase
pour la genèse des sc-
nARN

∼6% (N=∼3000) 98% [5,7]

DCL5 Dicer-like ribonucléase
pour la genèse des ie-
sARN

∼5% (N=∼2300) 84% [7]

DCL2/3/5 Dicer-like ribonucléase
pour la genèse des sc-
nARN et des iesARN

37% (N=17070) 92% [8,9]

NOWA1/2 Protéine interagissant
avec les ARN

42% (N=∼19000) 98% [9,10]

TFIIS4 Facteur d’élongation
de la transcription

47% (N=21497) 96% [11]

- Extraction d’ADN de
MAC végétatifs

∼0% ∼80% [2,5]

Table III.2 – Table récapitulative des IES sensibles

Le tableau rapporte le nom du (ou des) gène(s) déplété(s), la fonction putative, le nombre d’IES
retenu après la déplétion et la proportion du génome MIC couvert par les données de séquençage
d’un ADN de cellules déplétées pour le(s) gène(s) d’intérêt. Le MIC retenu est donné en pour-
centage de fenêtres de 1kb couvertes par les lectures (voir Guérin et al. (2017) pour la méthode)
Les références bibliographiques sont indiquées dans la dernière colonne : Baudry et al. (2009) [1],
Arnaiz et al. (2012) [2], Bischerour et al. (2018) [3], Gruchota et al. (2017) [4], Lhuillier-
Akakpo et al. (2014) [5], Ignarski et al. (2014) [6], Sandoval et al. (2014) [7], Swart et al.
(2014) [8], Swart et al. (2017) [9], Nowacki et al. (2005) [10] et Maliszewska-Olejniczak et al.
(2015) [11].
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Figure III.14 – Sensibilité des IES en fonction de leurs tailles

A. Proportion des 45 000 IES de Paramecium tetraurelia dans les catégories : IES contrôlées ma-
ternellement (vert), les IES seulement sensibles au marquage épigénétique des histones par Ezl1
(bleu) les IES dont l’excision n’est pas explicable par le modèle du scanning (gris). B : Pour chaque
pic de taille d’IES (histogramme rouge), la proportion d’IES dans chacune des trois catégories vu
précédemment est indiquée en fond.
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III.3.3 Les gènes codants

Les ciliés, comme nous l’avons vu, ont deux types de noyaux : un noyau germinal (MIC)
et un noyau somatique (MAC). Excisé de ses IES, seul le génome MAC contient les

gènes fonctionnels pouvant être exprimés. Les chromosomes MAC de P tetraurelia sont
des molécules linéaires d’une taille comprise entre ∼150 kb et 1 Mb (voir Table III.1 p.64).
Grâce au processus d’auto-fécondation (autogamie, voir section III.2.2 p.58)) et aidé par
une ploïdie de 800n, il est aisé d’obtenir des échantillons de grande quantité d’ADN pro-
venant de noyaux somatique 100% homozygote. En 2004, un premier projet de séquençage
et d’annotation du plus grand chromosome MAC (de 1 Mb appelé le "Mégabase") de P
tetraurelia a permis de donner de premières caractéristiques génomiques (Zagulski et al.
2004). Le génome de paramécie est très riche en nucléotides A et T (71%). Avec ses 460
gènes annotés manuellement sur 1 Mb, ce génome est très dense en gènes (∼74% codant).
Ce succès a encouragé les premières collaborations avec le Génoscope (CNS). En 2003, un
projet de grande envergure (pour l’époque) est lancé pour le séquençage et l’annotation
de tout le génome MAC de P tetraurelia (Aury et al. 2006). Une banque plasmidique d’in-
serts a été séquencée par la méthode Sanger. Les 13X de lectures ont généré un assemblage
Arachne (Batzoglou et al. 2002, Jaffe et al. 2003) de 72 Mb (413 kb de N50) avec 96% de
l’assemblage dans les 188 scaffolds les plus grands (> 45kb). Des répétitions télomériques
MAC sont retrouvées aux extrémités d’une grande partie des 188 scaffolds démontrant
l’aspect complet de l’assemblage. Le génome est, en effet, riche en AT (28% GC seule-
ment). Comme chez l’homme on observe une sous-représentation du dinucléotide CpG
(humain 1% contre 4% en théorie ; paramécie 0.82% contre 1.9% en théorie). Cette ob-
servation peut être expliquée par une désamination spontanée de la 5-méthylcytosine en
thymine tendant à convertir les m5CpG en TpG (Scarano et al. 1967). Cependant, et
contrairement à Oxytricha (Bracht et al. 2012), aucune trace de 5 méthylcytosine n’a été
détectée jusqu’à présent chez la paramécie (Cummings et al. 1974, Wang et al. 2017,
Singh et al. 2018).

En combinant, l’annotation du Mégabase, 90000 EST (Expressed Sequence Tag) et une
combinaison de méthodes ab initio et de génomique comparative, 39642 gènes codants ont
été prédits (Aury et al. 2006). Aucune évidence d’épissage alternatif n’a été identifiée
chez la paramécie. La Table III.3 (p.83) décrit les caractéristiques de génome et d’annota-
tion pour deux ciliés (Paramecium tetraurelia et Tetrahymena thermophila), un autre alvéolé
dont le génome est riche en AT (l’apicomplexe Plasmodium falciparum) et des données sur
l’homme (Homo sapiens) (Aury et al. 2006, Arnaiz et al. 2017, Eisen et al. 2006, Coyne
et al. 2008). Les résultats du Mégabase ont été confirmés à l’échelle du génome entier. Le
génome de Paramecium tetraurelia est très riche en gènes (75% codant avec une distance
intergénique moyenne de ∼350 nucléotides).

Les gènes de paramécie contiennent souvent au moins un intron (voir Table III.3 p.83).
Les minuscules introns de paramécie ont une taille comprise entre 20 et 30 nucléotides.
Les quelques grands introns (∼90 nt) contiennent des ARN non codant de type snoARN
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P tetraurelia T thermophila P falciparum H sapiens
Taille du génome 72 Mb 103 Mb 23 Mb 3,2 Gb
Contenu GC 28% 22% 19% 41%
Nombre de gènes 40460 26996 5460 22287
Pourcentage codant 75% 50% 53% 1%
Taille des gènes (pb) 1409 2400 2447 ∼20 kb
Taille des protéines (aa) 443 627 752 509
Taille des exons (pb) 411 420 868 ∼300
Taille des introns (pb) 25 140 167 ∼3300
Introns par gène 2,9 5,12 2,6 8,1
Nombre de gènes avec intron(s) 80% 70% 54% 85%
Taille des 5’UTR (pb) 22 95 NA 150
Taille des 3’UTR (pb) 35 230 NA 520

Table III.3 – Caractéristiques des gènes

Le tableau est commenté dans le texte. Modifié de Aury et al. (2006) et Arnaiz et al. (2017)

(Chen et al. 2009). Sauf exception, ils commencent tous par GpT et se finissent pat ApG
(Figure III.15 p.84). Ce consensus, leurs tailles très contraintes et leurs taux de GC (∼21%)
les rendent facilement reconnaissables dans une séquence génomique. De plus, les introns
sont sous une forte pression sélective pour être visibles par le système de reconnaissance
et dégradation des ARNm erronées (NMD), en cas de rétention. En effet, on observe une
sous représentation d’introns d’une taille multiple de 3 (3n) ne changeant pas la phase de
lecture de traduction, ou d’introns 3n n’introduisant pas de codon stop en phase en cas
de rétention (Jaillon et al. 2008, Saudemont et al. 2017). Le NMD est très efficace et
compense les erreurs éventuelles d’épissage pouvant être délétères pour la cellule.
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Figure III.15 – Les introns chez P. tetraurelia

a, Profils de composition des sites d’épissage 5 ’(gauche) et 3’ (droite), incluant sept nucléotides
à l’extérieur et neuf nucléotides à l’intérieur de l’intron (n = 15 286 introns confirmés par EST).
b. Profil de composition de toute la longueur des introns de 25 nt (la classe de taille la plus
abondante), avec sept nucléotides des exons flanquants des deux côtés (n = 3 028 introns confirmés
par EST). c, Distribution en taille des 90 282 introns annotés. Les introns 3n, 3n + 1 et 3n + 2 sont
représentés en noir, rouge et vert, respectivement. d, Distribution de la taille des 15 286 introns
confirmés par une EST. Figure tirée de Jaillon et al. (2008)
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III.3.4 Duplication globale de génome

Avec ses 40 000 gènes, le génome MAC de Paramecium tetraurelia de 72 Mb est très riche
en gènes. Ce nombre de gènes impressionnant peut s’expliquer par un pourcentage

codant important (75%) et par des duplications globales de génome (WGD Whole Genome
Duplication) (Aury et al. 2006). En effet, la moitié des gènes sont en deux copies. Après
une WGD, on observe une perte massive de gènes pour revenir à l’état pré-duplication.
La perte de gènes ne se fait pas au hasard. En effet, les gènes impliqués dans un même
complexe ont tendance à avoir un profil de perte similaire afin de conserver une certaine
stœchiométrie entre les facteurs (Aury et al. 2006). De plus, les gènes très exprimés ont
tendance à être retenu préférentiellement. La perte d’un gène très exprimé aura un fort
impact sur la cellule (Gout et al. 2010). Le génome de la paramécie n’a subi que peu de
réarrangements chromosomiques, ce qui conduit à une conservation de la synténie entre
chromosomes issus d’une WGD. Cette conservation a facilité la reconstruction succes-
sive des chromosomes ancestraux pré-WGD permettant d’identifier une série d’au moins
trois WGD (appelées "récente", "intermédiaire" et "vieille" WGD) (voir Figure III.16 p.86).
Grâce à une évolution lente de génome ou une WGD arrivée relativement récemment
dans l’histoire de la paramécie, la dernière duplication est encore très visible au niveau
nucléotidique. Près de la moitié des gènes ont toujours une copie paralogue de la WGD
la plus récente. Le pourcentage d’identité protéique moyen entre paralogues des WGD
récente, intermédiaire et vieille est de 86%, 66% et ∼54% respectivement. Pour comparer,
82% correspond à la divergence homme-souris (100 Ma) et 66% à la divergence homme-
poisson (Aury et al. 2006). Les duplications récente et intermédiaire pré-dateraient les
paramécies du groupe aurelia (Aury et al. 2006). L’explosion de spéciation au sein du
groupe aurelia pourrait être due à la dernière duplication (McGrath et al. 2014b;a) (voir
Figure III.5 p.57). Paramecium caudatum et Paramecium multimicronucleatum n’ont pas subi
les deux dernières duplications. Plus d’informations sur les WGD sont fournies dans les
sections IV (p.89) des résultats et dans la discussion VI.2 (p.165) .
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Figure III.16 – Représentation des WGD successives du génome de P. tetraurelia

Le cercle extérieur représente les scaffolds du génome MAC de Paramecium tetraurelia et la WGD
plus récente. Aury et al. (2006) ont élaboré une procédure automatique pour identifier les gènes
paralogues de WGD, basée sur des alignements de séquences protéiques et une analyse de la
synténie chromosomique. Les arcs rouges montrent les liaisons entre les gènes avec une corres-
pondance de meilleur match réciproque (BRH pour Best Reciprocal Hit), alors que les arcs bleus
relient les gènes sans correspondance BRH mais avec une cohérence synténique. La combinaison
des séquences appariées permet la reconstitution du génome ancestral pré-WGD. La même pro-
cédure de détection des paralogues WGD est appliquée sur cette nouvelle référence, montrant
l’identification d’une autre WGD (la WGD "intermédiaire"). Répétée une nouvelle fois, la procé-
dure montre une troisième "vieille" WGD. Le quatrième cercle pourrait montrer une quatrième
WGD mais l’effectif n’est pas suffisant pour l’affirmer. Figure tirée de Aury et al. (2006).
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Chapitre IV

Annotation du génome
macronucléaire

Un angle de réflexion de ce manuscrit porte sur l’impact qu’ont eu les technologies
NGS sur l’annotation des génomes, et plus particulièrement sur les génomes des

paramécies. L’article qui va suivre témoigne des bénéfices apportés par le séquençage de
molécules d’ARN pour le processus d’annotation des gènes de paramécie (Arnaiz et al.
2017).

Avant tout, voici quelques éléments de contexte dans lequel cet article est paru. Le
génome macronucléaire (MAC) de Paramecium tetraurelia fut le premier à être séquencé et
annoté (Aury et al. 2006). Ce génome a notamment révélé au moins trois duplications
globales de génome (WGD) successives (voir section III.3.4 p.85). Les WGD sont des évé-
nements relativement courant dans l’évolution des espèces mais pour plusieurs raisons, la
paramécie est un modèle très intéressant pour étudier les phénomènes biologiques après
une WGD. Tout d’abord, très peu de réarrangements chromosomiques ont eu lieu depuis
la dernière WGD. La Figure IV.1 (p90) illustre la forte conservation de la synténie nu-
cléotidique entre deux chromosomes MAC issus de la WGD la plus récente. Dans cette
situation, la détection de paralogues de WGD est simplifiée. Par ailleurs, après une WGD,
une des deux copies du gène dupliqué aura tendance à être perdue. Presque 90% des
gènes dupliqués sont retournés à l’état de simple copie dans le génome de Saccharomyces
cerevisiae (Kellis et al. 2004). La paramécie exhibe un génome où la moitié des 40 000
gènes sont encore en deux copies. Des analyses de données transcriptomiques par puces
à ADN (Arnaiz et al. 2010) ont montré que le niveau d’expression est un déterminant
de la perte et l’évolution des séquences géniques après une WGD (voir section III.3.4 p.85
(Gout et al. 2010, Gout and Lynch 2015). Le modèle paramécie est également pertinent
pour l’étude de l’évolution des espèces après une WGD. L’étude des génomes de P. te-
traurelia (Aury et al. 2006), P. sexaurelia, P. biaurelia (McGrath et al. 2014b) et le groupe
externe P. caudatum (McGrath et al. 2014a) a montré que la dernière WGD a précédé
l’émergence du groupe d’espèces aurelia. Un événement brutal, tel qu’une WGD, pourrait
être à l’origine de cette spéciation massive (voir section III.1.3 p.56).
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Figure IV.1 – Représentation circulaire de la synténie entre 2 chromosomes de P. tetraurelia

Les lignes épaisses noires représentent les scaffolds 3 et 6 du génome de Paramecium tetraurelia
(v2.0). La ligne noire fine symbolise de taux de G+C. Les gènes sont affichés sous forme de rec-
tangles de couleurs. Les gènes bleus ont un paralogue de la WGD la plus récente alors que les
gènes gris n’ont pas de paralogues. Les arcs bleus représentent les liens entre deux gènes para-
logues.
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Toute la justesse de ces analyses est basée sur une annotation de qualité (voir section
II p.31). Le message principal de l’article qui suit était de décrire une nouvelle chaine
de procédures d’annotation de gènes, optimisée pour les génomes de paramécie, tirant
profit d’évidences externes générées par du séquençage d’ARN. J’ai développé le logi-
ciel TrUC (https://github.com/oarnaiz/TrUC) qui prédit la structure des unités
de transcription à partir de données Cap-seq (analogue au principe du CAGE-seq) et de
données ARNm-seq orientées (voir section II.1.3.2 p.36). Ces évidences externes aident le
logiciel de prédiction de gènes EuGene (v4.1) à annoter un génome de paramécie. Grâce
à cette procédure, nous avons obtenu de meilleures versions de l’annotation des génomes
de P. biaurelia, P. caudatum, P. sexaurelia et P. tetraurelia. Ces améliorations profiteront aux
analyses génomiques futures. D’autre part, nous avons confirmé expérimentalement, pour
la première fois, la position des débuts de transcription de 12 000 gènes révélant l’excep-
tionnelle petite taille des UTR de paramécie (21 nt en moyenne pour les 5’UTR et 44 nt en
moyenne pour les 3’UTR, voir section I.2.2.2 p.12). Par ailleurs, les ARN ont été prélevés
de cultures cellulaires à différents stades des processus sexuels de P. tetraurelia (voir sec-
tion III.2.2 p.58). Une analyse d’expression différentielle des gènes de données ARNm-seq
a permis de raffiner les résultats obtenus par puce à ADN (Arnaiz et al. 2010).

Ma contribution à cette étude : J’ai réalisé toutes les analyses et développements bioin-
formatiques. L’entrainement d’EuGene à reconnaitre les gènes de paramécie a été réalisé
par E. Sallet et J. Gouzy. J’ai également participé à l’écriture de l’article.

https://github.com/oarnaiz/TrUC
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Background: The 15 sibling species of the Paramecium aurelia cryptic species complex emerged after a whole
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epigenetics of Paramecium acquired over the last century, this species complex offers a uniquely powerful system
to investigate the consequences of whole genome duplication in a unicellular eukaryote as well as the genetic and
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Results: We generated oriented RNA-Seq transcriptome data across the sexual process of autogamy for the model
species Paramecium tetraurelia. We determined, for the first time in a ciliate, candidate P. tetraurelia transcription
start sites using an adapted Cap-Seq protocol. We developed TrUC, multi-threaded Perl software that in conjunction
with TopHat mapping of RNA-Seq data to a reference genome, predicts transcription units for the annotation
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Background
Ciliates are unique among unicellular eukaryotes in
making a germ/soma distinction. The germline and som-
atic functions of chromosomes are respectively ensured
by a germline micronucleus (MIC) which undergoes
meiosis and fertilization and a somatic macronucleus
(MAC) that contains a version of the germline genome
stripped of parasitic sequences and optimized for gene
expression. The MAC is lost at each sexual cycle and a
new one differentiates from a copy of the zygotic nucleus,
by reproducible DNA elimination under the control of
meiosis-specific RNA interference pathways [1].
Genetics of the ciliate Paramecium was pioneered nearly

a century ago [2] and this complex unicellular eukaryote
has since served as model for a variety of biological pro-
cesses commonly found in animals, from excitable mem-
branes and swimming behavior [3] to programmed DNA
elimination and its epigenetic control during somatic dif-
ferentiation [4]. The early genetics studies led to the
realization that Paramecium aurelia is a complex of mor-
phologically identical but reproductively isolated sibling
species, renamed primaurelia, biaurelia, triaurelia, tetra-
urelia, etc. [5]. Paramecium tetraurelia became the most
widely used species for genetics and physiology, because of
its convenient growth properties.
P. tetraurelia somatic genome sequencing revealed

that the present diploid genome was shaped by a series
of at least 3 whole genome duplications (WGDs), each
WGD being slowly resolved by gene loss over evolution-
ary time [6]. It was suggested that the P. aurelia species
complex emerged concomitantly with the most recent
WGD [6], a hypothesis confirmed by sequencing two
other aurelia genomes and P. caudatum as outgroup [7,
8]. Custom microarrays were designed to obtain gene
expression data for the nearly 40, 000 P. tetraurelia
protein-coding genes [9]. The data were used to show
that gene expression level is a major determinant of gene
dosage and protein evolution [10].
The Paramecium aurelia species complex is now

recognized as an outstanding system to study the conse-
quences of WGD in a unicellular eukaryote [11] and
should also prove powerful for investigation of genetic
and epigenetic mechanisms that drive speciation. In this
context, the MAC genomes of many species are being
sequenced. It thus became necessary to develop a pipe-
line optimized for the Paramecium lineage, able to make
accurate gene predictions for AT-rich, compact (>80%
coding) eukaryotic genomes with unusually small introns
(20–30 nt). To this purpose, we generated oriented P.
tetraurelia RNA-Seq and Cap-Seq data, as input for soft-
ware we developed to predict transcription units
(TrUC). The transcription unit predictions and other
evidence were combined to produce gene annotations
using EuGene software [12] trained for Paramecium.

Annotations obtained for P. tetraurelia were used as evi-
dence to improve the annotation of other Paramecium
species. The P. tetraurelia RNA-Seq samples were also
analyzed for differential gene expression during the sex-
ual cycle of autogamy, generating an improved transcrip-
tome resource.

Results and Discussion
Transcription units
Genome-guided transcription unit construction was pio-
neered by Denoeud et al. [13] (G-Mo.R-Se software)
using short-read mapping. The widely used Cufflinks
software [14] then adopted fragment alignment as part
of its assembly strategy. To take into account alternative
splicing, Cufflinks finds the minimal number of paths
through the mapped fragments. We decided to develop
our own transcription unit prediction software rather
than use Cufflinks, because in our hands, Cufflinks did
not always predict transcription units despite good frag-
ment coverage in regions presenting strong evidence of
protein-coding genes, probably because of overlapping
UTRs in the very compact Paramecium genome. Our
approach is conceptually similar to G-Mo.R-Se but takes
into account improvements in library construction and
sequencing, especially orientation information. We
added detection of transcription termination sites (TTS)
using the polyA signal and the optional use of Cap-Seq
data to predict transcription start sites (TSS). The TrUC
(TRanscription Units by Coverage) pipeline is schema-
tized in Fig. 1. TrUC predicts TSS and TTS using the
consensus position of Cap-Seq and polyA coverage, re-
spectively. TrUC uses oriented data to predict oriented
transcription units, however the software can predict in-
trons from un-oriented RNA-Seq data, using the GT..
AG splice site consensus to determine orientation. TrUC
does not consider alternative splicing since exon skip-
ping is not found in Paramecium [15]. Like Cufflinks,
TrUC can identify non-coding transcripts as it does not
look at translation. TrUC multi-threaded Perl software is
available from https://github.com/oarnaiz/TrUC.
Since not all genes are expressed at all stages of the life

cycle, use of different life-cycle time points can help an-
notation by increasing the number of genes that are cov-
ered by RNA-Seq data. For P. tetraurelia transcription
unit prediction, we sequenced polyA+ RNA from a
time-course through the sexual process of autogamy as
well as from vegetative cells. Combining all the RNA-
Seq and Cap-Seq data (Additional file 1: Table S1), TrUC
predicts 37, 847 transcription units greater than 300 nt
in size, 12,389 TSS and 5967 transcription termination
sites (TTS). We found 85% of the previously annotated
P. tetraurelia genes [6] (hereafter called “v1” annotation)
covered by a predicted transcription unit. The average
size of the predicted transcription units, 1229 nt, is close
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to the average size of the v1 genes (Table 1; Additional
file 2: Figure S1) indicating that most of the predicted
transcription units correspond to one gene. However,

some transcription unit predictions may be split, owing
to reduced RNA-Seq coverage within the unit. Alterna-
tively, since genes in the compact P. tetraurelia genome

a

b

Fig. 1 Gene annotation strategy. a Overview of the workflow. EuGene software, using a Paramecium-trained matrix, combines (i) transcription unit
predictions, (ii) TSS predicted positions, (iii) TTS predicted positions, (iv) Paramecium predicted proteins mapped on the reference genome using
BLASTX then Exonerate, and (v) non-coding gene predictions obtained using the Rfam database. b Schema of the TrUC pipeline. TrUC is able to
predict transcription units, TSS and TTS positions. To achieve this, the software uses oriented polyA+ mRNA-Seq and Cap-Seq data. The upper
part of the schema represents RNA-Seq insert coverage of the genome. A configurable threshold (horizontal dotted line) is used to determine
the edges of the transcription units. The middle of the schema shows how intron, TSS and TTS positions are predicted. The transcription units
predicted by combining all of the information are shown at the bottom of the schema. The TSS and the TTS are used to refine the structure of
the transcription unit predictions. This can be particularly critical in a compact genome to avoid fusing adjacent transcription units. An example is
shown in orange, where the TSS is used to shorten the predicted transcription unit, removing the open box. The example in green, shows how a
TTS can prevent fusion of two adjacent transcription units
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sometimes overlap, some transcription units may be
fused owing to continuous RNA-Seq coverage, a prob-
lem partially overcome by use of the predicted TSS and
TTS (cf. Fig. 1b). Split or fused predicted transcription
units do not compromise gene annotation (cf. next sec-
tion), which also takes into account protein-coding po-
tential to define gene models.
A total of 85,236 introns were identified in the pre-

dicted transcription units, corresponding to a mean of
2.25 introns per transcription unit, very close to the 2.3
introns per gene previously reported for P. tetraurelia
[6, 15].

Gene annotation
Accurate, user-friendly gene annotation tools for eukary-
otes, such as AUGUSTUS [16], would require code
modifications to correctly identify tiny introns [17]. In-
deed, ~ 98% of P. tetraurelia introns are 20–30 nt in
size, with a mean of 25 nt. A handful of significantly lar-
ger introns, ~ 80 nt in size, contain snoRNAs [18]. We
therefore decided to train the highly configurable Eu-
Gene annotation software [12] for Paramecium, using
gene models completely confirmed by RNA-Seq cover-
age (see Methods).
Table 1 compares gene annotations predicted by Eu-

Gene for P. tetraurelia, using the transcription units as-
sembled with TrUC and other lines of evidence (labeled
‘v2’), with the v1 gene annotation for this species [6],
long considered a gold standard for ciliate gene annota-
tion. The statistical differences are slight, aside from the
fact that the v1 statistics do not include any non-coding
gene predictions. The v2 annotation contains about 800
more protein-coding gene models, probably because of
the greater quantity of transcript evidence allowing pre-
diction of short genes (the average CDS length is slightly
smaller in v2 annotation). To determine sensitivity, a set
of 1690 manually curated genes was constituted (avail-
able from ParameciumDB [19]). We found 95% of the
gene structures (excluding UTRs) and 99% of the introns
to be correctly annotated.
In order to analyze the impact of the Cap-Seq data, we

ran the same gene annotation pipeline for P. tetraurelia
without any Cap-Seq data and compared the two sets of
gene models. We found 91.8% of the protein-coding
gene models to be identical. Among the 3293 gene
models that were different, there were 649 cases where
addition of the Cap-Seq data split one gene model into
two gene models. In most of the remaining cases (2149),
the coding sequence was changed. The Cap-Seq data we
generated thus have a modest but significant impact on
the gene annotation. Knowledge of TSS for the P tetra-
urelia model will be particularly valuable for functional
studies. We looked for possible alternative TSS by evalu-
ating whether adjacent TSSs fall within the same gene.

In >99% of the cases, adjacent TSS were in different
genes. In only 29 cases could we find adjacent TSS in
the same gene. We consider it likely that they represent
technical noise given their occurrence mainly in highly
expressed genes (Additional file 1: Table S2) but we can-
not exclude biological significance. We conclude that al-
ternative TSS are extremely rare in Paramecium.
The size distribution of 10,087 5′ UTRs that could be

confidently predicted from the Cap-Seq data, shown in
Fig. 2, confirms the unusually small size of 5’UTRs in
Paramecium (mean 21.7 nt, median 19 nt), much
smaller than in animals and fungi (100–200 nt average,
[20]) or the ciliate Tetrahymena thermophila (n = 4149,
mean = 95.6 nt, median = 88 nt) [21]. The 4641 3′
UTRs predicted from polyA tracts present in the RNA-
Seq data (Fig. 2) display a nearly Gaussian distribution
(mean = 44.6 nt, median = 44 nt) and are much smaller
than in animals and fungi (200–1000 nt average, [20]) or
Tetrahymena thermophila (n = 1290, mean = 231 nt,
median = 163 nt, [21]).
The Paramecium-trained annotation pipeline was used

to annotate P. biaurelia, P. sexaurelia and P. caudatum
genomes, using the P. tetraurelia v2 predicted proteins
as evidence as well as the unoriented RNA-Seq data pre-
viously used for the published annotation of these spe-
cies [7, 8]. In all 4 species, we observe ~2.3 introns/gene
and the same median intron size in v1 and v2 annota-
tions (Table 1). However, the average intron size is larger
in the published P. biaurelia, P. sexaurelia and – to a
lesser extent – P. caudatum v1 annotations than in the
corresponding v2 annotations (Table 1). This is owing to
the prediction of significant numbers of introns larger
than 40 nt in the published v1 annotations (Table 1, Fig.
3). Far fewer questionable “large” introns are found in
the v2 annotations (10%, 12.5% and 30% with respect to
the v1 annotations for biaurelia, sexaurelia and cauda-
tum, respectively). This is because the v2 annotations in-
tegrate TrUC intron predictions. Most of these “large”
introns are likely to be incorrect and as a consequence,
so are the thousands of gene models that contain them.
The difference between v1 and v2 annotations is less
pronounced for P. caudatum, which has the smallest in-
trons so far reported for the Paramecium genus (median
size 22 nt, average size 23 nt). We conclude that TrUC
predictions improve Paramecium gene models not only
by predicting TSS and TTS if Cap-Seq and oriented
mRNA-Seq data are available, but also thanks to the in-
tron predictions, which can be made even from unor-
iented RNA-Seq data.
Paramecium genomes are intron-rich, an ancestral

property of eukaryotes [22]. Not only is intron size very
small, but no exon-skipping has been observed [15].
These properties helped discover translational control of
eukaryotic intron splicing [15]. In Paramecium, splice
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Fig. 2 Size distribution of P. tetraurelia 5′ and 3′ UTRs. a Histograms of the distribution of predicted 5′ UTR sizes (gray) and 5′ UTR sizes confirmed by a
TSS prediction using Cap-Seq data. b Histograms of the distribution of predicted 3′ UTR sizes (gray) and 3′ UTR sizes confirmed by a TTS prediction
using the polyA+ RNA-Seq read pairs. The Cap-seq confirmed 5′ UTRs have a mean size of 21.7 nt and a median size of 19 nt. The 3′ UTRs predicted
from polyA tracts have a mean size of 44.6 nt and a median size of 44 nt

Fig. 3 Intron size distribution. The graphs show the number of introns as a function of their size for Paramecium tetraurelia, biaurelia, sexaurelia
and caudatum. For each species, 3 curves are superimposed: introns predicted by TrUC (gray), introns in the v1 annotations (red) and introns in
the v2 annotations (blue). The v2 introns are the subset of TrUC introns in gene models and additional introns predicted by Eugene without
RNA-Seq support. The P. tetraurelia v1 introns were intentionally filtered when greater than 45 nt [6]. In all cases, the great majority of introns are
smaller than 40 nt. In v1 annotations (except P. tetraurelia), there are more large introns than in TrUC or v2 annotations. Since the RNA-Seq (TrUC
predictions) are expected to show the true distribution of intron sizes, we are more confident in the v2 annotations
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site signals are weak, presumably because of the muta-
tional burden, and splicing is not very accurate. The
nonsense-mediated decay (NMD) pathway [23] cleans
up the mess on the pioneer round of translation, pro-
vided that there is a Premature Termination Codon
(PTC) in the poorly spliced transcript. That this is the
case is easily visualized in Paramecium, thanks to the
unique TGA stop codon, by comparing the frequency of
introns that do or do not contain a STOP codon in
phase with the upstream exon, as a function of their size
modulus 3. As shown in (Additional file 2: Figure S2),
stopless introns that are 3n in size are counter-selected
in all 4 species: these introns cannot give rise to a PTC
if retained in the transcript so are potentially deleterious.
The observed deficit of 3n stopless introns in all 4 spe-
cies (Additional file 2: Figure S2) validates the annota-
tion and extends previous observation of translational
control of intron splicing [15] to other P. aurelia species
and to P. caudatum.

Differential gene expression
In Paramecium, the sexual cycle encompasses meiosis,
fertilization and development of a new MAC. The latter
process involves programmed elimination of at least 25%
of the germline DNA. Custom microarrays were previ-
ously used to characterize differential gene expression
during autogamy (auto-fertilization) in P. tetraurelia [9].
We now report use of the mRNA-Seq samples for differ-
ential gene expression. Since cells enter autogamy from
a fixed point in the vegetative cell cycle [24], which is
not synchronized in our cell cultures, there is an asyn-
chrony of at least 5 h in the samples. Therefore, cytology
data (Additional file 2: Figure S3) and gene expression
levels were used to cluster samples into 6 stages: vegeta-
tive (Veg, n = 2), meiosis (Mei, n = 2), fragmentation
(Frg, n = 3), early development (Dev1, n = 2), intermedi-
ate development (Dev2 and Dev3, n = 4) and late devel-
opment (Dev4, n = 2) (see Methods, Additional file 1:
Table S1 and Additional file 2: Figure S3). These stages
are equivalent to those used previously with microarrays
[9], with the addition of one later stage, Dev4.
For analysis of differential gene expression (DGE) we

first counted mapped RNA-Seq fragments for each v2
gene model (see Methods). We found 99.8% of the
mapped fragments in the sense orientation and 0.2% in
the anti-sense (AS) orientation (see Additional file 2:
Figure S4). This low level of AS transcription might re-
flect biological noise or pervasive transcription [25], es-
pecially as pervasive non-coding transcription is
required for genome rearrangements in Paramecium
[26, 27]. We cannot formally exclude errors in strand-
specificity during construction of the sequencing librar-
ies [28]. An intriguing possibility is regulation of gene
expression by AS transcripts at specific loci. Higher

coverage or long reads will be needed to interpret the
AS transcription we have detected.
The DGE analysis was performed with the sense frag-

ment counts and DESeq2 software. Requiring an ad-
justed p-value <0.01 and a fold-change of 2 in
expression, we identified 17,190 genes whose expression
varied during autogamy. We separated these genes into
induced (n = 8220) or repressed (n = 8970) (cf.
Methods), and then used hierarchical clustering to
visualize the induced or repressed genes and to define 6
clusters: ‘Early peak’, ‘Intermediate peak’, ‘Late peak’, Late
induction’, ‘Early repression’, ‘Late repression’ (Additional
file 2: Figures S5 and S6).
To validate the clusters, we used published genes in-

volved in autogamy and some negative control genes not
involved in autogamy (Additional file 1: Table S3). All of
the genes known to be induced during autogamy were
classified in an appropriate RNA-Seq induced cluster, al-
though 4 of the 26 genes had not been found in the
microarray clusters. Genes known to be expressed dur-
ing meiosis in Paramecium (SPO11, SPT5m, DCL2,
DCL3, NOWA1, NOWA2, LIG4a and XRCC4) [29–33]
are found in the Early peak. Only one of the 12 negative
control genes was induced during autogamy: PTIWI14,
characterized as a component of the vegetative siRNA
pathway [34], appears in the Late induction cluster. We
also compared the distribution of the genes in the
microarray clusters with respect to the RNA-Seq clusters
(Table 2). The microarray resource was of good quality
and essentially all of the genes in the microarray clusters
are found in the RNA-Seq clusters. The RNA-Seq ap-
proach is more powerful and allows more genes to be
identified as differentially expressed during autogamy. A
modest qualitative difference between microarray and
RNA-Seq classification concerns the microarray ‘Inter-
mediate induction’ cluster. The genes in this cluster are
found in either the RNA-Seq ‘Intermediate peak’ or the
RNA-Seq ‘Late induction’ clusters. This may be a conse-
quence of the additional late time points in the RNA-
Seq experiment (Dev4) which change the gene expres-
sion profiles being clustered.
To estimate how well RNA-Seq data can discriminate

the ~12,000 pairs of paralogs created by the recent
WGD (~83% nucleotide identity on average), we com-
puted the number of identical stretches of 100 nt shared
by each pair. We estimate that >97% of the paralog pairs
are devoid of common 100 nt stretches over >90% of
their length and should therefore be well-discriminated
in the present analysis. This is likely to be an underesti-
mate, since the procedure uses mapping of pairs of
100 nt reads, not of single 100 nt reads. Therefore, in
theory, RNA-Seq should better discriminate the paralogs
than the previous microarray data [9]. In addition, RNA-
Seq has greater dynamic range and sensitivity than
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microarray technology ([35] and our data), which can
also contribute to good paralog discrimination. The P
tetraurelia microarrays involved hybridization of 6
probes (50 nt) per gene designed to optimize chances of
discriminating the paralogs. However, it is difficult to
evaluate the extent of microarray cross-hybridization. In
order to compare the discrimination of WGD paralogs
by the microarray and RNA-Seq methods, we calculated
paralog expression level divergence (Additional file 2:
Figure S7). Paralogs are more sensitively discriminated
by RNA-Seq because of its greater dynamic range (Add-
itional file 2: Figure S7a, b). When the paralogs share
high nucleotide identity (with the greatest risk of cross-
hybridization), there is little difference between their ex-
pression levels in the microarray data, but the same is
true of the RNA-Seq data (Additional file 2: Figure S7a–
d). We propose two, non-exclusive, explanations to ac-
count for this observation, the first technical, the second
biological. The first explanation is that RNA-Seq cannot
discriminate highly similar paralogs because reads are
mapped randomly between 2 equivalent loci, which re-
duces the difference in the measured expression level of
such loci. The second explanation is that the paralogs
sharing high nucleotide identity probably tend to have
similar expression levels. This could result from strong
selective pressure on highly expressed genes [10] or from
gene conversion between WGD paralogs, frequently ob-
served for P. aurelia species [7]. Gene conversion leads
to increased GC content and high nucleotide identity
between paralogs, and can extend to promotor regions
depending on the recombination breakpoint. Indeed, ex-
pression level and GC content are correlated with the
nucleotide identity of P. tetraurelia paralogs (Additional
file 2: Figure S7e, f ).
We also looked at whether genes duplicated at the recent

WGD have kept the same expression profiles. First, we re-
moved paralogs that differ in length by more than 10%, a
filter that removes potential pseudogenes (n = 10,323; 85%
of the paralog pairs are retained after this stringent filtering,
P. tetraurelia v2 annotation). For 22% of the pairs, we

found both paralogs in the same autogamy cluster, and for
38%, neither paralog was differentially expressed during
autogamy. Interestingly, we found 31.5% of the pairs had
one paralog in an autogamy cluster and one paralog not
differentially expressed. This might reflect an early stage of
pseudogenization, shown to begin with changes in expres-
sion level [11], probably via mutations in promoter
sequences. We also found 8.5% of pairs with paralogs in dif-
ferent autogamy clusters, a possible indication of neo- or
sub-functionalization. The important point is that finding
paralogs with different expression profiles, irrespective of
the origin of the difference, is an indication that the para-
logs are well-discriminated by the RNA-Seq data.
A qualitative picture of the biological processes turned

on during autogamy can be obtained using Gene Ontol-
ogy (GO) terms [36], with the caveat that Paramecium
functional annotation has not been curated. We first
made a high-confidence gene set by requiring a fold-
change of 4 during autogamy (7065 genes). We then
used GO Biological Process terms associated with pro-
tein domains (cf. Methods) to make word clouds (Add-
itional file 2: Figure S8). The Early peak (Additional file
2: Figure S8a) covers meiosis and fertilization and is
enriched in appropriate terms: DNA, repair, chromo-
some, mismatch, condensation, homologous, recombin-
ation, Okazaki, replication, chromatid, cohesion. The
Intermediate peak (Additional file 2: Figure S8b) corre-
sponds to development of the new MAC involving chro-
matin remodeling and shows enrichment in repair,
chromatin, DNA, methylation, and chromosome. Many
biological processes are activated in the Late peak and
Late induction clusters so that the only over-represented
informative words relate to signal transduction (GTPase,
signal, transduction, phosphorylation, inositol) and mem-
brane trafficking (vesicle-mediated, autophagy) (Add-
itional file 2: Figure S8c, d). The cluster of genes that are
turned off when cells leave vegetative growth and enter
the sexual cycle (Early repression, Additional file 2: Fig-
ure S8e) is enriched for words that refer to translation
and cellular homeostasis (rRNA, redox, homeostasis,

Table 2 Differential Gene Expression

Early peak Intermediate peak Late peak Late induction Early repression Late repression none

Early peak 333 17 0 1 0 8 1

Early induction 49 33 1 9 0 0 0

Intermediate induction 5 315 17 211 0 0 1

Late induction 0 7 0 28 1 0 0

Early repression 0 0 0 1 209 30 4

Late repression 28 0 0 0 1 1022 3

none 1315 1398 395 2937 3986 3072 20,043

Distribution of differentially expressed (DE) genes in RNA-Seq clusters (columns) and microarray clusters [9] (rows). Overall, the two analyses provide similar results,
but the RNA-Seq approach detects many more DE genes. Essentially all microarray DE genes were found by RNA-Seq. The main qualitative difference is that the
genes in the microarray Intermediate induction cluster are now found in one or the other of 2 RNA-Seq clusters: Intermediate peak or Late induction. See Methods
for details of the analysis
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ribosome, oxido-reduction, translation, pseudouridine).
For the Late repression cluster (Additional file 2: Figure
S8f ), the only informative words refer to microtubule-
based, movement and phosphorylation,
dephosphorylation.
The gene expression atlas is provided as a table

(Additional file 3: Table S4).

Conclusions
Plummeting genome sequencing costs and rising interest
in Paramecium species for studies of genome evolution in
unicellular eukaryotes, prompted us to build a new pipe-
line for gene annotation that takes into account specific-
ities of the genus, in particular high gene density and
stereotyped small intron size. This has been achieved with
new software to predict transcription units (TrUC) and
specific training of the highly configurable EuGene gene
annotation software. High quality gene annotations will be
important for future comparative and functional genomics
analyses of Paramecium species. The mRNA-Seq data
used to predict P. tetraurelia transcription units for the
gene annotation enabled us to generate an improved gene
expression atlas and carry out differential gene expression
analysis of the sexual cycle of autogamy that is more
complete than previously possible with microarrays.

Methods
RNA samples and mRNA sequencing
Three time-course experiments for the sexual process of
autogamy of P. tetraurelia wild-type strain 51 were used.
Some of the samples had previously been used for
microarray experiments [9] (see Additional file 1: Table
S1). Total RNA was Trizol-extracted as previously de-
scribed [9]. PolyA+ RNA was extracted from each sam-
ple using the FastTrack MAG mRNA isolation kit
(Thermo Fisher Scientific) following the manufacturer’s
instructions. Strand-oriented Illumina libraries were
made with reagents from the Illumina TruSeq Small
RNA library preparation kit using an adapted protocol.
First, RNA was fragmented by incubation for 4 min at
94 °C with New England Biolabs’ Mg2+ solution, yield-
ing fragments with an average size of ~260 nt. The RNA
was purified using RNeasy columns (Qiagen) followed
by treatment with antarctic phosphatase and polynucleo-
tide kinase (New England Biolabs) and another purifica-
tion on RNeasy columns. Illumina adapter ligation and
RT-PCR was done essentially following the Illumina
protocol, except that for the final library purification
step AMPure beads were used (Beckman Coulter).
HiSeq paired-end sequencing was performed on the
samples, yielding at least 2 × 30 million reads, 100 nt in
length, for each of the samples.

Cap-Seq
Five samples, representing 3 time points (Veg, T0 and
T11; [9]) were used for 5′ Transcription Start Site (TSS)
mapping. Purified polyA+ RNA was dephosphorylated
using Calf Intestine Phosphatase (CIP) prior to 5′ cap
removal with Tobacco Acid Pyrophosphatase (TAP),
using a FirstChoice RLM-RACE kit (Life Technologies).
Illumina 5′ adaptors were ligated to the 5′ monopho-
sphate ends generated specifically at TSSs, followed by
RNA fragmentation by incubation for 4 min at 94 °C
with New England Biolabs’ Mg2+ solution. This yielded
an average fragment size of 260 nt. Following CIP treat-
ment to convert the 3′ monophosphate ends generated
by RNA fragmentation to 3’OH ends, Illumina 3′
adapters were ligated to the fragments. The libraries
were subjected to RT-PCR amplification (18–20 cycles)
before Illumina HiSeq paired-end sequencing that
yielded approximately 2 × 13 million reads of 100 nt per
sample. Every step in TSS library preparation ended with
purification using RNAeasy columns (Qiagen) or phenol/
chloroform extraction and isopropanol precipitation. The
final PCR amplification products were purified using
AMPure beads (Beckman Coulter) before sequencing.

Transcription unit determination
We developed the multi-threaded Perl software TrUC
(Transcription Units by Coverage), dependent on the
Bio::DB::Sam module. The software is organized in 3 inde-
pendent modules (Fig 1). The TSS module uses Cap-Seq
data, which need not be paired-end, to predict transcription
start sites. The predicted TSS is the position with the highest
Cap-Seq coverage in the interval defined by the size of the
fragments. The TTS module uses oriented paired-end
mRNA-seq reads. If one of the reads in the pair maps par-
tially on the reference genome and ends in polyA, then the
insert is used to specify a transcription termination site. The
predicted TTS is the position with the highest polyA cover-
age in the interval defined by the size of the fragments. The
transcript module takes paired-end TopHat2 mapping
(BAM files; [14]) and optionally, the output of the TSS and
TTS modules, to predict transcription units including intron
positions, based on fragment coverage. TrUC was run with
the following parameters for P. tetraurelia annotation:
truc TSS -min_coverage 15 -nb_replicates 2 -min_score

500; truc TTS -min_coverage 5 -nb_replicates 2 -min_score
10 -nb_min_A 5; truc transcript -min_splicing_rate 0.7
-no_overlap -min_coverage 15 \

-intron_consensus -min_intron_length 15
-max_intron_length 100 \
-min_intron_coverage 15 -min_length 300 -min_score
45 -tss [truc TSS GFF3 output file] -tts [truc TTS
GFF3 output file].
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For P. biaurelia, P. sexaurelia and P. caudatum, TrUC
was used with unoriented RNA-Seq data reported in [7, 8]
(Accessions PRJNA268243, PRJNA268244 and
PRJNA268245, respectively), to predict introns, with
the following parameters:

truc transcript -not_stranded -min_splicing_rate 0.7
-min_coverage 10 -intron_consensus
-min_intron_length 10 \ -max_intron_length 100
-min_intron_coverage 3 -min_length 300 -min_score 10.
TrUC is distributed under a GNU GPL v3 license at
https://github.com/oarnaiz/TrUC.

Gene annotation
The workflow for gene annotation is schematized in Fig.
1. EuGene software [12] was used to predict gene struc-
ture. EuGene was trained with 1597 curated Parame-
cium tetraurelia genes to generate a prediction matrix
that takes into account the unusually small size of Para-
mecium introns [15]. The prediction matrix is available
from http://paramecium.i2bc.paris-saclay.fr/download.
The evidence sets used for annotation of the 4 Parame-
cium genomes are available on request.

Comparative genomics
UTR lengths for Tetrahymena thermophila were calcu-
lated using the June 2014 annotation available at http://
www.ciliate.org/system/downloads/
T_thermophila_June2014.gff3.

Differential gene expression
Paired-end RNA-Seq reads were mapped to the reference
P. tetraurelia strain 51 genome [37] using TopHat2
(v2.0.12, −−mate-inner-dist 50 –mate-std.-dev 100 –min-
intron-length 15 –max-intron-length 100 –coverage-
search –keep-fasta-order –library-type fr-secondstrand
–min-coverage-intron 15 –max-coverage-intron 100
–min-segment-intron 15 –max-segment-intron 100
–max-multihits 1 –read-mismatches 1 –max-deletion-
length 1 –max-insertion-length 1). Raw fragment counts
for the genes in each sample, determined using htseq-
count (v0.6.0 –stranded = yes –mode = intersection-non-
empty) on filtered BAM files (samtools v0.1.18 samtools
view -q 30), were used as input for DESeq2 (v1.4.1) [38],
an R Bioconductor package, which normalizes the frag-
ment counts, calculates the dispersion in the data using
the biological replicates, and then determines differential
gene expression using negative binomial linear models.
The samples were grouped into biological replicates (Veg,
Mei, Frg, Dev1, Dev2_3, Dev4) using the cytology data
and clustering of the sample normalized counts with a dis-
tance matrix (see Additional file 2: Figures S3 and S4 sam-
ple dendrogram; see Additional file 1: Table S1). We
considered genes to be differentially expressed during

autogamy if at least one contrast between Veg and any
point in the autogamy time course had an adjusted p-
value smaller than 0.01 and a fold-change (FC) of expres-
sion greater than 2. We filtered out genes if there was not
at least one time point with more than 20 normalized
counts. The genes were classed as induced (FC > 2) or re-
pressed (FC < ½) before hierarchical clustering.

GO term enrichment and word cloud visualization
To gain qualitative appreciation of the processes associ-
ated with the groups of co-expressed genes, we focused
on a subset of differentially expressed genes with a fold-
change >4 (and an adjusted p-value <0.01). GO bio-
logical process terms were electronically inferred using
InterProScan (v5.7.48) domain annotation of the corre-
sponding proteins. If more than one protein domain was
associated with a protein, the domain with the lowest
InterProScan P-value was retained. All words in the
terms were counted for all the protein-coding genes in
the genome and for the protein-coding genes in each
co-expression group. After removing non-discriminatory
words (“protein”, “process”, “domain” and the “stop-
words” defined by the wordcloud R package, v. 2.5), a
Fisher exact test was used to determine the word enrich-
ment ratio (p-value <0.05) in each co-expression group
with respect to the word frequency for the whole gen-
ome. A score determined for each word (score = log2(p-
value−1)) was used as weight to draw each word cloud (R
wordcloud v2.5). The protein domains and GO terms
used for this analysis can be found in the gene expres-
sion atlas (Additional file 3: Table S4).

Additional files

Additional file 1: Table S1. RNA sequencing. Table S2. Genes with
potential alternative TSS. Table S3. Differential expression of genes with
known autogamy expression profiles. (XLSX 38 kb)

Additional file 2: Figure S1. Comparison of the sizes of P. tetraurelia
transcription units and genes. Figure S2. Intron size distributions. Figure
S3. Autogamy time-course experiments. Figure S4. Anti-sense transcrip-
tion. Figure S5. Hierarchical clustering of differentially expressed genes.
Figure S6. Autogamy co-expression clusters. Figure S7. Paralog discrim-
ination by microarrays and RNA-Seq. Figure S8. Word cloud analysis of
biological processes in clusters. (PDF 8271 kb)

Additional file 3: Gene expression atlas. All P. tetraurelia v2 genes (‘ID’)
with their normalized RNA-Seq counts (last 15 columns, sample labels as in
Additional file 2: Table S1) are given. The mean value for biological replicates
are given in the columns VEG, MEI, FRG, DEV1, DEV2/3, DEV4. The ‘P-value’
‘Significant’ and ‘Expression profile’ refer to the differential gene expression
analysis (cf. Methods). ‘Note’ is the description of the best SwissProt BLASTP
match. The GO ID and GO description were inferred electronically using
InterProScan. The Biological Process GO term associated with the highest
scoring protein domain is given. (TSV 12379 kb)
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Chapitre V

Annotation du génome
micronucléaire

Dans le chapitre précédent, je me suis intéressé à l’annotation des gènes du génome
macronucléaire (MAC). Le présent chapitre est consacré à l’annotation du génome

micronucléaire (MIC) et plus particulièrement aux Internal Eliminated Sequences (IES) et
aux éléments transposables (ET) (voir section III.3.1 p.64). Les technologies à haut-débit
de séquençage ont fait progresser nos connaissances du génome MIC et fait évoluer la
manière d’aborder les questions scientifiques.

V.1 Annotation des IES

V.1.1 Identification des IES de Paramecium tetraurelia

L’article Arnaiz et al. (2012), qui va suivre, décrit l’identification des IES de Para-
mecium tetraurelia à l’échelle du génome. Cette étude est une étape clé (54 citations

relevées en janvier 2020 via PubMed) pour la communauté scientifique étudiant les réar-
rangements de génome chez la paramécie. En établissant un certain nombre de ressources
et protocoles, elle autorise à imaginer des études fonctionnelles et comparatives. L’article
formalise le protocole de préparation d’ADN de cellules en cours de développement ma-
cronucléaire et inactivées pour un gène impliqué dans les réarrangements. L’extraction
d’ADN est suivie d’un séquençage haut débit (voir Figure V.1 p.106). Nous l’avons dit,
elle établit le jeu de référence d’IES du génome de Paramecium tetraurelia. Elle propose
les fondements méthodologiques et bioinformatiques de traitement de lectures NGS pour
la paramécie. En réalité, c’est la première publication utilisant des données NGS chez la
paramécie.

Avant d’énoncer les grands résultats de cette étude, voici quelques éléments de
contexte de notre connaissance des IES et des réarrangements de génome chez la pa-
ramécie au moment de la parution de l’article. Dans les sections III.2.2 et III.3.2 (p.58 et
p.68), nous avons vu que pendant les processus sexuels de la paramécie, le génome MAC
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Figure V.1 – Protocole d’extraction d’ADN de cellules inactivées pour un gène

Les paramécies sont cultivées dans un milieu contenant des bactéries produisant de l’ARNdb et
conduisant l’extinction du gène cible (voir section III.2.3.2 p.61). Une fois les bactéries consom-
mées, la carence alimentaire induit les processus sexuels. Les siARN, toujours présents dans les
cellules, réduisent l’expression du gène cible pendant l’autogamie. Dans le cas d’une extinction
de PGM, les CDB ne sont pas introduites mais la réplication n’est pas inhibée. Après 3 jours, le
développement des ébauches n’est pas terminé et des fragments de l’ancien MAC sont toujours
présents dans le cytoplasme. L’ADN est extrait, après fractionnement cellulaire suivi ou non d’une
purification des ébauches, puis séquencé.

en développement subit des réarrangements génomiques : une endoréplication d’ADN
fait passer le noyau d’un état diploïde à un état polyploïde. La complexité du génome
MAC se réduit par une élimination imprécise de grandes régions génomiques, conte-
nant notamment des ET ainsi qu’une élimination précise de petites séquences : les IES.
En 2006, le génome MAC avait été séquencé (Aury et al. 2006) mais le génome MIC
restait très largement inconnu car une purification de ce noyau était techniquement im-
possible à l’époque (voir section V.2 p.135). La cinquantaine d’IES connues (complétée par
1800 TA-indels par Duret et al. (2008), voir section III.3.2.1 p.71), a permis d’énoncer
des caractéristiques qui s’avéreront correctes à l’échelle du génome. Les IES sont petites
et peuvent être intragéniques ou intergéniques. Un consensus faible aux bornes des IES
(5’TAYAGYNR3’) suggère à Klobutcher and Herrick (1995) un lien de parenté entre les
IES et des ET de la famille des Tc1/Mariner (voir section II.2.1.2 p.44). En 2009, Baudry
et al. (2009) révèlent l’existence d’un gène codant pour une transposase domestiquée Pig-
gyMac (Pgm) de la famille des ET PiggyBac dans le génome de la paramécie. La protéine
Pgm est requise pour les deux types d’élimination d’ADN. L’inactivation de PGM, par
ARN interférence (voir section III.2.3.2 p.61), ne perturbe pas la réplication mais empêche
l’introduction des CDB pendant les réarrangements programmés. Le séquençage d’ADN
d’ébauches enrichies de cellules en cours de réarrangement, dans lesquelles l’expression
du gène PGM a été déplétée (l’ADN "PGM"), nous donne un aperçu du génome germinal
et donc des IES de Paramecium tetraurelia.

La première étape pour l’identification des IES est un alignement des lectures de sé-
quençage Illumina de l’ADN "PGM" sur le génome MAC de référence. Comme discuté
dans les section I.3.4 (p.28) et II (p.31), la sensibilité de l’annotation dépend de la qua-
lité du génome. Or, il faut savoir que le génome MAC de Paramecium tetraurelia publié
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en 2006 a été fait sur des cellules de la souche d4-2 (Aury et al. 2006), alors que l’ADN
"PGM" a été extrait de cellules de la souche 51. La souche d4-2 est issue d’un croisement
entre la souche 51 et la souche 29 suivit d’une série de rétrocroisements avec la souche
51. Le polymorphisme entre les souches 51 et d4-2 est considéré comme faible (∼2500
SNP d’après mes estimations) mais il était suffisant pour gêner une annotation exhaustive
des IES. De plus, nous savions que l’assemblage MAC de P. tetraurelia contenait de nom-
breuses erreurs de séquençage, et notamment des indels. En 2009, Pilon (Walker et al.
2014) n’existait pas encore, j’ai donc développé une méthode analogue. A l’aide d’aligne-
ments de données de séquençage Illumina d’ADN macronucléaire sur le génome MAC,
j’ai non seulement corrigé les erreurs d’assemblage (au moins ∼7500 InDels et ∼6900 sub-
stitutions) mais également obtenu un génome dans lequel les SNP entre les souches d4-2
et 51 ont été modifiés. Bien qu’ayant la structure du génome de la souche d4-2, ce génome
MAC de P. tetraurelia a été façonné pour ressembler à celui de la souche 51. La nouvelle
version de l’annotation des gènes présentée dans la section IV (p.89) précédente est faite
sur ce génome 51 (Arnaiz et al. 2017). Cette référence MAC est encore largement utili-
sée aujourd’hui, car la souche 51 reste la souche de prédilection d’une grande partie des
paraméciologues.

Des approches de détection de sites d’insertion (méthode MIRAA pour Method of Iden-
tification by Read Alignment Anomalies) et des approches par assemblage global ou local
(méthode MICA pour Method of Identification by Comparison of Assemblies) ont déterminé
la présence de 44 928 IES dans le génome de P. tetraurelia (voir plus de détails sur les
méthodes dans la section V.1.2 des résultats, p.127). Les ∼45 000 IES sont réparties dans
tout le génome. Elles sont tout autant intergéniques qu’intragéniques, et 47% des gènes
contiennent au moins une IES. En revanche, nous observons une asymétrie de densité en
IES le long des chromosomes MAC (voir Figure V.2 p.108), possiblement un indicateur de
la structure, encore mal connue, des chromosomes MIC (voir section III.3.1 p.64).

L’assemblage des lectures PGM génère un génome de ∼100Mb de complexité. Avec
un génome MAC de 72Mb, la compléxité des séquences MIC éliminées pendant les ré-
arrangements est donc estimée à au moins ∼28Mb dont 3.5Mb d’IES. Dans cet article,
nous concluons que toutes les IES dépendent de PGM pour leur excision. En revanche,
dans l’article de Guérin et al. (2017) (voir section V.2 suivante p.135), nous montrons
que le génome MIC n’est pas tout a fait équivalent au génome obtenu à partir de cel-
lules déplétées pour Pgm (∼3 Mb de complexité seraient éliminées indépendamment de
Pgm). Au sein des ∼25Mb de séquences éliminées imprécisement, nous avons caractérisé
3 types d’ET de la famille Tc1/mariner (voir section II.2.1.2 p.44) : les éléments appelés
Sardine, Thon, et Anchois. Le consensus d’Anchois a été reconstruit à partir de 28 longues
séquences d’IES par des méthodes basées sur l’homologie (voir section II.2.2.1 p.48). Ce
résultat indique clairement un lien évolutif entre les IES et les ET.

Les IES sont petites : 93% sont inférieures à 150pb, et un tiers ont une taille entre 26
et 30pb. Dans cet article et dans la section III.3.2.1 (p.68), je commente la distribution de
taille des IES et son lien avec des contraintes mécanistiques d’excision. Tirant profit du
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Figure V.2 – Densité en IES sur 8 grands chromosomes MAC

Figure supplémentaire 4 de Arnaiz et al. (2012) montrant l’asymétrie de densité en IES de 8
scaffolds MAC

grand nombre de paralogues causé par les 3 WGD successives (voir section III.3.4 p.85),
j’ai développé une procédure pour analyser si les IES étaient insérées aux mêmes sites
dans les gènes paralogues. Dans 85% des cas, le site d’insertion d’IES est conservé entre
deux paralogues de la WGD la plus récente. Par contre, les IES ne montrent aucune trace
de conservation nucléotidique. Cette observation est compatible avec une évolution carac-
téristique de séquences non-codantes, sans pression de sélection. De plus, nous montrons
que les éléments à l’origine des IES ont envahi le génome de la paramécie avant et après
les WGD. Grâce aux marqueurs temporels, que sont les WGD, nous concluons qu’une
IES, après insertion, se décompose progressivement jusqu’à une taille limite de 26 pb.
Autrement dit, plus une IES s’est insérée anciennement dans le génome, plus elle sera
susceptible d’être courte. Dans la discussion VII.2.2.1 (p.174), nous verrons que ces ré-
sultats ont été confirmés par une étude récente, utilisant une approche de génomique
comparative entre IES de 9 espèces de paramécies (Sellis et al., en préparation).

Ma contribution à cette étude : Dans cette étude, mon travail a concerné les aspects
computationnels. J’ai développé le logiciel MICA ainsi que la première version de MIRAA.
Durant son stage de M2 et sa thèse, Cyril Denby Wilkes a repris et amélioré le code de
MIRAA. J’ai réalisé les analyses sur la distribution des IES dans le génome ainsi que la
distribution de tailles des IES. J’ai imaginé et conçu l’analyse sur la conservation des sites
d’insertion d’IES dans les paralogues issus des DGG récente et intermédiaire. J’ai utilisé
les gènes fortement exprimés pour démontrer la pression sélective sur l’insertion d’IES ,
ainsi que le biais de taille des IES ayant une longueur 3n sans codon terminateur en phase.
J’ai participé à l’écriture de l’article.
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IESs, in order to gain insight into their evolutionary origin and excision mechanism. We obtained direct evidence that
PiggyMac is required for excision of all IESs. Homology with known P. tetraurelia Tc1/mariner transposons, described here,
indicates that at least a fraction of IESs derive from these elements. Most IES insertions occurred before a recent whole-
genome duplication that preceded diversification of the P. aurelia species complex, but IES invasion of the Paramecium
genome appears to be an ongoing process. Once inserted, IESs decay rapidly by accumulation of deletions and point
substitutions. Over 90% of the IESs are shorter than 150 bp and present a remarkable size distribution with a ,10 bp
periodicity, corresponding to the helical repeat of double-stranded DNA and suggesting DNA loop formation during
assembly of a transpososome-like excision complex. IESs are equally frequent within and between coding sequences;
however, excision is not 100% efficient and there is selective pressure against IES insertions, in particular within highly
expressed genes. We discuss the possibility that ancient domestication of a piggyBac transposase favored subsequent
propagation of transposons throughout the germline by allowing insertions in coding sequences, a fraction of the genome
in which parasitic DNA is not usually tolerated.
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Introduction

Paramecium belongs to the ciliate phylum, a deep radiation of

highly diverse unicellular eukaryotes. The hallmark of ciliates is

nuclear dimorphism: each unicellular organism harbors two kinds

of nuclei with distinct organization and function. A diploid

‘‘germline’’ micronucleus (MIC) undergoes meiosis and transmits

the genetic information to the next sexual generation but is not

expressed. A polyploid ‘‘somatic’’ macronucleus (MAC) contains a

version of the genome streamlined for gene expression and

determines the phenotype. A new MAC is formed at each sexual

generation by programmed rearrangements of the entire zygotic,

germline-derived genome, and the maternal MAC is lost. The

MAC genome of P. tetraurelia has been sequenced [1] revealing a
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series of whole genome duplications (WGDs) in the lineage that

provide a unique tool for evolutionary analyses.

Ciliate genome rearrangements and their epigenetic control by

non-coding RNAs have been recently reviewed [2–4]. In

Paramecium, genome rearrangements involve (i) endoreplication of

the DNA to about 800 haploid copies, (ii) imprecise elimination of

genomic regions that contain, in particular, transposons and other

repeated sequences, usually leading to chromosome fragmentation

and (iii) elimination of Internal Eliminated Sequences (IES) by a

precise mechanism. The accuracy of this process is crucial for IESs

located within coding regions, to correctly restore open reading

frames. The characterization of fewer than 50 IESs identified by

cloning MIC loci [5] showed that they are short (26–883 bp),

unique copy elements that are located in both coding and non-

coding regions of the genome. The IESs are invariably flanked by

two TA dinucleotides whereas only one TA is found at the MAC

chromosome junction after IES excision (Figure 1). IESs have also

been discovered by cis-acting mendelian mutations that prevent

their excision, conferring a mutant phenotype [6–10]. The

mutations in almost all cases were found in one of the flanking

TA dinucleotides, which seem to be an absolute sequence

requirement for IES excision. Extrapolation of the number of

IESs found mainly in surface antigen genes led to the estimation

that there could be as many as 50,000 IESs in the Paramecium

genome. Such massive presence of unique copy IESs inserted in

genes is not a characteristic of all ciliates. The estimated 6,000

IESs of the related oligohymenophorean ciliate Tetrahymena [11]

are excised by an imprecise mechanism [12], are usually multi-

copy including recognizable transposons [13–15] and are rarely

found in coding sequences [16,17].

Klobutcher and Herrick [18] first reported a weak consensus at

the ends of 20 IESs from Paramecium surface antigen genes (59-

TAYAGYNR-39) that resembles the extremities of Tc1/mariner

transposons. These authors hypothesized a ‘‘transposon link’’ to

explain the origin of IESs, suggesting that they are the decayed

relics of a Tc1/mariner transposon invasion and that they are

excised from the MAC DNA by a Tc1/mariner transposase

encoded by a gene that has become part of the cellular genome

[19]. In this model, IES excision represents the exact reversal of

Tc1/mariner transposon integration into its TA target site with

duplication of the TA dinucleotide, an evolutionary novelty that

may have appeared more than once in the ciliate phylum. One

problem with the model is that transposition catalyzed by Tc1/

mariner transposases usually leaves a 2 or 3 bp ‘‘footprint’’ at the

donor site [20] while IES excision is precise.

A decisive step towards understanding the mechanism of IES

excision and validating a transposon link for the origin of the IES

excision machinery was the identification of a domesticated

piggyBac transposase in Paramecium [21]. Baptized PiggyMac (Pgm),

the protein is encoded by the PGM gene which is expressed only

late in sexual processes, at the time of genome rearrangements.

Pgm, localized in the developing new MAC, was found to be

required for the excision of all IESs tested and for the imprecise

elimination of several regions containing transposons or cellular

genes [21]. A similar piggyBac-derived transposase is found in

Tetrahymena and is required for heterochromatin-dependent DNA

elimination [22]. Since the Paramecium and Tetrahymena proteins

appear to be monophyletic, based on a broad phylogeny of

piggyBac transposases (L. Katz and F. Gao, personal communica-

tion), the domestication event may have preceded the divergence

of these two ciliates, estimated at 500–700 Ma (million years ago)

[23]. Most significantly, the in vivo geometry of IES excision,

initiated by staggered double-strand breaks (DSBs) that generate 4-

base 59 overhangs centered on the TA at both ends of the IES

Figure 1. IES excision. Schematic representation of, from left to right, a canonical IES, a nested IES and an IES with an alternative boundary. In the
case of the nested IES, the middle line represents either an intermediate in the excision pathway or an alternative final product. In the case of the
alternative boundary IES, the middle line represents an alternative final product.
doi:10.1371/journal.pgen.1002984.g001

Author Summary

Ciliates are unicellular eukaryotes that rearrange their
genomes at every sexual generation when a new somatic
macronucleus, responsible for gene expression, develops
from a copy of the germline micronucleus. In Paramecium,
assembly of a functional somatic genome requires precise
excision of interstitial DNA segments, the Internal Elimi-
nated Sequences (IES), involving a domesticated piggyBac
transposase, PiggyMac. To study IES origin and evolution,
we sequenced germline DNA and identified 45,000 IESs.
We found that at least some of these unique-copy
elements are decayed Tc1/mariner transposons and that
IES insertion is likely an ongoing process. After insertion,
elements decay rapidly by accumulation of deletions and
substitutions. The 93% of IESs shorter than 150 bp display
a remarkable size distribution with a periodicity of 10 bp,
the helical repeat of double-stranded DNA, consistent with
the idea that evolution has only retained IESs that can form
a double-stranded DNA loop during assembly of an
excision complex. We propose that the ancient domesti-
cation of a piggyBac transposase, which provided a precise
excision mechanism, enabled transposons to subsequently
invade Paramecium coding sequences, a fraction of the
genome that does not usually tolerate parasitic DNA.

Paramecium Germline Internal Eliminated Sequences
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[24], is fully compatible with the in vitro reaction catalyzed by a

piggyBac transposase isolated from an insect [25], whose target site

is a 59-TTAA-39 tetranucleotide. piggyBac elements leave behind no

scar when they jump to a new location: only ligation is required to

join the fully complementary 59 overhangs. Limited processing of

59 and 39 ends is further required for precise closure of the

Paramecium IES excision sites since only the TA dinucleotides at the

center of the 4-base 59 overhangs are always complementary

[24,26].

We report here a genomic approach to exhaustively catalogue

the IESs in the Paramecium tetraurelia germline genome in order to

study their evolutionary dynamics and seek evidence for a

transposon origin of these elements. We obtained DNA highly

enriched in un-rearranged germline sequences, from cells depleted

in Pgm by RNA interference. Deep-sequencing of this DNA

(hereafter called ‘‘PGM DNA’’) allowed us to identify a genome-

wide set of nearly 45,000 IESs, by comparing contigs assembled

using the PGM DNA (hereafter called ‘‘PGM contigs’’) with the

MAC reference genome [1]. The hypothesis that Pgm is required

for excision of all IESs was tested by genome-scale sequencing of a

source of DNA from purified MICs [27], providing validation of

the IES catalogue. The evolutionary dynamics of the IESs was

studied by exploiting the series of WGDs that have been

characterized in Paramecium [1]. The study provides, to our

knowledge, the first genome-wide set of IESs, in Paramecium or any

ciliate, and provides new evidence that IESs have deleterious

effects on fitness and that at least a fraction of IESs do derive from

Tc1/mariner transposons that have decayed over time. The IES

sequences evolve rapidly. The constraints we could detect concern

their size distribution, suggestive of the assembly of a transposo-

some-like excision complex and a weak consensus at their ends,

which resembles the extremities of Tc1/mariner elements. We

discuss the possibility that ancient domestication of the Pgm

transposase favored subsequent propagation of transposons

throughout the Paramecium germline genome, by providing a

mechanism for their precise somatic excision, therefore allowing

insertions in coding sequences.

Results

IES identification
An overview of the strategy for identification of a genome-wide

set of IESs is presented in Figure S1. The first step was next-

generation deep sequencing of DNA enriched in un-rearranged

sequences, isolated from strain 51 cells that had undergone the

sexual process of autogamy after depletion of Pgm protein by

RNAi (Figure S2). In the absence of Pgm, the zygotic DNA is

amplified but rearrangements are impaired. The sample that was

sequenced contained a mixture of 60–65% un-rearranged DNA

from the developing new MACs and 35–40% rearranged DNA

from the fragments of the maternal MAC still present in the

cytoplasm, as judged by Southern blot quantification of MIC and

MAC forms at one locus (Figure S3). The PGM sequence reads

(Table 1) were mapped to the MAC reference genome of strain 51

(see Materials and Methods), and putative IES insertion sites were

defined as sites with a local excess of ends of read alignments

(pipeline MIRAA for ‘‘Method of Identification by Read

Alignment Anomalies’’). This excess of ends of alignments arises

when a read contains a MIC IES junction, since only part of such

a read can align with a MAC chromosome, either starting or

ending at the IES insertion site, expected to be a TA dinucleotide.

Using MIRAA, we identified 45,739 potential IES insertion sites.

Essentially all (99%) of the insertion sites contained a TA

dinucleotide, even though this was not assumed by the pipeline.

In order to obtain the sequence of the IESs, the paired-end

PGM DNA sequence reads were assembled into contigs (cf. Table

S1 for assembly statistics) and compared to the MAC reference

genome assembly (pipeline MICA for ‘‘Method of Identification

by Comparison of Assemblies’’). We looked for insertions in the

PGM contigs with respect to the MAC reference assembly. Any

insertion bounded by TA dinucleotides after local realignment was

considered to be an IES. Using this pipeline we identified 44,928

IESs. The fact that 96% (n = 43,220) of the IESs identified by

MICA correspond to an IES insertion site identified by MIRAA

(Figure S1) testifies to the overall reliability of the procedure.

Experimental validation of 6 IESs identified only by MICA and 17

insertion sites identified only by MIRAA was carried out by PCR

amplification of an independent preparation of PGM DNA. The

results (Table S2) show that the 6 IESs and at least 12 of 17

insertion sites tested do correspond to the presence of an IES.

Interestingly, among the IES sites identified only by MIRAA, we

found 8 examples of a pair of IESs separated by one or only a few

nucleotides (in 5/8 cases, these tandem IESs are located in exons,

a proportion similar to that found for the genome-wide IES set, see

below). This case is not handled by the MICA pipeline since the

initial global alignment with BLAT would have detected a single

large insertion that would have been rejected by the local

realignment filter, which requires the insertion to be flanked by

TA dinucleotides. This is the first report of such closely spaced

IESs, although nested IESs (Figure 1) have been previously

documented [8].

In order to see whether the set of 44,928 IESs is likely to be

exhaustive, we looked for the 53 previously characterized IESs

identified directly by cloning MIC loci in P. tetraurelia strain 51 cells

(Table S3). All 53 previously cloned IESs were found, with the

exception of one IES that had been assembled into the MAC

reference genome and one IES form that represents use of an

alternative boundary. In addition, two small IESs, each of which is

Table 1. Sequencing and mapping statistics.

DNA Insert size (bp) Read length (bp) Reads Aligned reads Aligned (%)
Genome coverage
(%)

PGM ,500 108 130,266,728 110,189,736 84.6 99

Lambda-phage ,200 101 83,149,385 25,949,607 31 44

Paired-end Illumina sequencing was carried out as described in Materials and Methods, and reads were mapped to the P. tetraurelia MAC reference genome using the
BWA short-read aligner. The genome coverage is the fraction of the genome covered by at least 1 read. The depth of coverage with the PGM DNA is on average 1656.
The depth of coverage with the lambda-phage DNA is on average 756 for the part of the genome that is covered. The PGM reads that were not aligned contain
Paramecium mitochondrial and rDNA sequences, contaminating bacterial sequences as well as sequences present only in the MIC genome. In addition, a large
proportion of the unaligned lambda-phage reads are from bacterial contaminants with AT-rich genomes; this DNA was not eliminated by the cesium chloride density
gradient separation step of the phage library construction [28].
doi:10.1371/journal.pgen.1002984.t001
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nested within a larger IES, were found in PGM DNA but were not

identified by our pipeline as IESs. Indeed, nested IESs can only be

identified by time-course experiments or if the outer IES is

retained in the MAC e.g. as the result of a point mutation [8].

Since 49 of 51 non-nested IESs were identified by MICA, the IES

identification procedure has a sensitivity of at least 96%.

The entire IES identification approach is based on the

assumption that the excision of all IESs in Paramecium requires

the Pgm domesticated transposase activity. In order to test this

assumption, we sequenced inserts from a lambda-phage library

constructed some 20 years ago [28], using DNA from MICs that

had been separated from MACs by Percoll gradient centrifugation

[27]. This library has been extensively used to clone MIC loci with

specific probes. Although the contigs assembled from the phage

DNA reads only partially covered the MAC reference genome

(Table 1), 98.5% of the 13,377 IESs that could be identified using

the phage DNA and the MICA pipeline had also been identified

using the PGM DNA. The difference of 1.5% is within the

estimated sensitivity of the MICA pipeline. We conclude that all

Paramecium IESs very likely require Pgm for excision, and that our

data set does represent a genome-wide set of P. tetraurelia IESs.

IES distribution in the genome
The genome-wide set of IESs has an overall G+C content of

20%, significantly lower than the 28% G+C content of the MAC

reference genome [29] but comparable to the G+C content of

intergenic regions (21%). The IESs are found in exons (76.8%),

introns (5.4%) and intergenic regions (17.8%), suggesting a nearly

random distribution of IESs with respect to genes, since the MAC

reference genome is composed of 76% exons, 3.2% introns and

20.8% intergenic DNA [1]. However, IESs are not randomly

distributed along the chromosomes. Intriguingly, as shown in

Figure S4 for the 8 largest MAC chromosomes, IESs tend to be

asymmetrically distributed along MAC chromosomes. The MAC

assembly (188 scaffolds .45 Kb constitute 96% of the 72 Mb

assembly) contains 115 telomere-capped scaffolds, varying in size

from ,150 Kb to ,1 Mb, that are considered to represent

complete MAC chromosomes. For 70 of these telomere-capped

scaffolds, IESs display non-uniform distributions (p,0.002,

median scaffold size 417 Kb) while for the remaining 45

telomere-capped scaffolds, the IES distribution is uniform (median

scaffold size 275 Kb). Thus the larger the MAC chromosome, the

greater the chance of observing a non-uniform IES distribution.

The distributions for all scaffolds are easily visualized using the

ParameciumDB [30] Genome Browser. The significance of the

asymmetry in IES distribution is not clear, but might be related to

the global organization of MIC chromosomes, currently unknown

(discussed in [29]).

Germline Tc1/mariner transposons
The genome-wide set of IESs covers 3.55 Mb (mean IES size

79 bp), compared to 72 Mb for the MAC reference genome

assembly. The IESs thus add about 5% to the sequence complexity

of the part of the MIC genome that is collinear with MAC

chromosomes. The total complexity of the PGM contigs (after

elimination of contigs with low PGM read coverage and high G+C

content, assumed to represent bacterial contamination as con-

firmed in many cases by BLASTN matches against bacterial

genomes) is ,100 Mb, however the use of a single paired-end

sequencing library with small inserts (,500 bp) may have

perturbed assembly of repeated sequences, possibly leading to

underestimation of repeated sequence content. We infer that

,25 Mb of germline-specific DNA corresponds to the imprecisely

eliminated regions located outside of the MAC-destined chromo-

somes i.e. the part of the MIC genome that is not collinear with

MAC chromosomes.

We have not further characterized this fraction of the PGM

DNA. However, we did identify the first germline P. tetraurelia

Tc1/mariner transposons (Figure S5), by using the phage-lambda

library of MIC DNA [28] to walk past the end of MAC

scaffold_51, which bears the subtelomeric 51G surface antigen

gene [31]. In all, 5 phage inserts and 4 cloned PCR products

corresponding to part or all of different copies of the element

downstream of the 51G surface antigen gene, named Sardine, were

sequenced (EMBL Nucleotide Sequence Database accession

numbers HE774468–HE774475) and a consensus for the

,6.7 Kb transposon was constructed (Figure S5 and Text S1).

The ends of the Sardine copies contain intact or partially deleted

425 bp terminal inverted repeats (TIRs) which are themselves

palindromic, containing a unique, oriented region nested within

outer inverted repeats (Figure S5). Sardine contains up to 4 ORFs.

One ORF is a putative DD35E transposase of the IS630-Tc1

family, like the DDE transposases of the TBE and Tec transposons

found in stichotrich ciliates [32]. Another ORF, as in Tec

transposons [33], encodes a putative tyrosine recombinase. The

other two ORFs are hypothetical, though ORF2 shows some

similarity (31.7% identity and 55.4% similarity over 202 aa) to the

hypothetical ORF1 of the Tennessee element from P. primaurelia

[34]. One of the Sardine copies (copy S6) is interrupted by the

insertion, within the putative tyrosine recombinase gene, of a

different but similar element, named Thon (French for ‘‘tuna’’),

which also contains a DD35E transposase, a tyrosine recombinase,

possibly the two hypothetical ORFs, and palindromic TIRs of

,700 bp (Figure S5).

IES copy number and similarity to transposon sequences
For a handful of IESs, it has been shown experimentally that

they are single copy elements [5]. In order to see whether this is

generally the case, we looked for all IESs present in more than 1

fully identical copy (100% sequence identity). We found 44,210

IESs to be unique copy (98.4%). We examined all IESs present in

2 or more identical copies and found 39 cases of duplicate IESs as

a result of errors in assembly of the MAC reference genome that

had led to small, partially redundant scaffolds (4% of the MAC

assembly is contained in scaffolds ,45 Kb and some of these are

partially redundant with the chromosome-size scaffolds [1]). The

rest of the 319 IESs found in 2 copies were inserted in homologous

genomic sites and appeared to be the result of recent segmental

duplication or gene conversion. The 23 cases of IESs found in 3 to

6 copies correspond to expansion or recombination of repeated

sequences such as tetratricopeptide repeat (TPR) domains or

WD40 repeats.

We performed an all by all sequence comparison of the IESs

and of their flanking sequences to see whether we could identify

homologous IESs inserted at non-homologous sites in the genome.

As shown in Table 2, we were able to identify 8 clusters of 2 to 6

IESs that share significant homology (BLASTN E-value ,10210)

over at least 85% of their length, inserted in non-homologous sites

(cf. Text S2 for the alignments). Moreover, we found significant

nucleotide identity (E-value 9610257 for the best match;

nucleotide identity between 68 and 78% for the HSPs) between

the IESs of cluster 5 and one of the Tc1/mariner-like transposons

identified using the phage library (Thon, Figure S5). This is a strong

indication that these IESs are derived from recently mobile

elements.

However, the IES sequences of this cluster correspond to a

single palindromic TIR. This might reflect assembly problems

given use of a single insert size for the paired-end sequencing,
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either because these IESs contain sequences repeated elsewhere in

the genome or because the Thon TIRs are large (,700 bp) and

palindromic so that the assembly might have jumped from one

TIR to the other deleting the rest of Thon. We therefore used a

long-range PCR strategy capable of amplifying large DNA

fragments containing each of the IESs to verify their size and

attempt to obtain sequences (detailed in Text S3). Amplification

products of the expected sizes were obtained for all of the IESs

from cluster 5, making it unlikely that these IESs correspond to a

complete Thon element that had failed to be assembled from the

paired-end sequencing reads. Three IESs were chosen for

sequencing, and the sequences of the corresponding PCR products

confirmed the IESs, indicating that they had been correctly

assembled. Identification of 6 IESs (at non-homologous genomic

sites) that share sequence identity with a P. tetraurelia Tc1/mariner

solo TIR argues that at least a fraction of IESs do originate from

Tc1/mariner-like elements.

We therefore adopted a complementary strategy, using the

PFAM-A library of curated protein domains to search for domain

signatures in the genome-wide set of IESs. Matches at a BLASTX

E-value cutoff of 1 were inspected visually to filter out matches

with PFAM-A protein domains from Paramecium and matches

owing to compositional bias (high A+T content). This left 6 IESs,

ranging in size from 2416 to 4154 bp, with a DDE_3 (PFAM

accession number 13358) DDE superfamily endonuclease domain

characteristic of IS630/Tc1 transposons. The peptides encoded by

the IESs were subjected to an HMM search of the PFAM-A hmm

profiles (http://pfam.sanger.ac.uk/search) for confirmation of the

conserved residues and to validate the statistical significance of the

match (E-values of 0.02 to 2.1610215 for the 6 peptides). The IESs

were aligned with MUSCLE and a neighbor-joining tree grouped

4 of them together with good bootstrap values (not shown). The 4

IESs were used to search for sequence similarity with the genome-

wide set of IESs and this allowed identification of 28 IESs ranging

in size from 1251 to 4154 bp (Table S4). The IESs were aligned to

provide the consensus sequence for 2 distinct Tc1/mariner-like

3.6 kb transposons from the same new family, baptized Anchois

(Anchovy). Manually adjusted alignments used to reconstruct the

AnchoisA and AnchoisB elements, consensus sequences and annota-

tion are provided in Text S1.

Alignment of the DDE domains of the reconstituted Anchois

transposons with the DDE domains from bacterial IS630

elements, invertebrate Tc1 transposons and all known ciliate

Tc1/mariner elements indicates that the Anchois transposase

belongs to the IS630/Tc1 subfamily (Figure 2A). Unlike Thon

and Sardine but like the P. primaurelia Tennessee element, Anchois TIRs

are short and lack internal palindromes, moreover Anchois does not

contain a putative tyrosine recombinase. Anchois has 2 hypothetical

Table 2. Homologous IESs at non-homologous sites in the genome.

CLUSTER IES SCAFFOLD IES POSITION SIZE (bp) LOCATION NUCLEOTIDE MATCH

2 scaffold51_25 381101 209 GSPATP00009750001

scaffold51_25 389332 213 intergenic

3 scaffold51_117 944 608 intergenic

scaffold51_160 10020 577 intergenic

scaffold51_44 7711 555 intergenic

5 scaffold51_109 40673 571 intergenic TIR Thon

scaffold51_128 266698 689 GSPATP00032295001 TIR Thon

scaffold51_131 262422 630 intergenic TIR Thon

scaffold51_18 127217 770 GSPATP00007326001 TIR Thon

scaffold51_34 280841 512 intergenic TIR Thon

scaffold51_58 302214 640 intergenic TIR Thon

9 scaffold51_19 475992 666 intergenic

scaffold51_96 236752 665 intergenic

12 scaffold51_124 248174 568 intergenic

scaffold51_27 275392 476 GSPATP00010339001

13 scaffold51_155 211807 458 intergenic

scaffold51_20 46790 505 intergenic

scaffold51_27 294496 472 GSPATP00010351001

14 scaffold51_184 21279 1024 GSPATP00038454001

scaffold51_21 430950 1038 GSPATP00008497001

scaffold51_58 200038 1010 GSPATP00018841001

15 scaffold51_28 278632 262 GSPATP00010625001

scaffold51_4 361312 242 GSPATP00001801001

A BLASTN internal comparison of all IESs, carried out with an E-value cutoff of 1e-10, was filtered for HSP coverage of at least 85% of the longest IES and for the absence
of significant homology between 500 nt of MAC flanking sequence. The IESs were than transitively clustered and aligned using MUSCLE (Text S2). Some clusters were
eliminated because of low complexity of the IES sequences. BLASTN homology searches at NCBI and against known Paramecium transposons ([34] and the present
manuscript) were carried out using each IES in the clusters as query. Thon is a Tc1/mariner-like transposon. BLASTX similarity searches against the non-redundant
protein database at NCBI did not yield any significant hits at an E-value cutoff of 0.001. The location of the IES, if in a coding sequence, is provided as a ParameciumDB
accession number.
doi:10.1371/journal.pgen.1002984.t002
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ORFs in addition to the DDE transposase (Figure 2B; Text S1).

The ORF2 of Anchois displays homology to ORF2 of Sardine

(36.2% identity and 56.2% similarity over 210 aa) and to ORF1 of

Tennessee. Interestingly, for 6 of the 28 IESs that initially identified

the copies of Anchois, the Anchois TIRs do not correspond to the

extremities of the IES, raising the possibility of Anchois insertions

within pre-existing IESs. The discovery of the Anchois elements and

the fact that several IESs appear to be full-length copies, provides a

strong, direct link between IESs and transposons.

A remarkable IES size distribution
The size distribution of the genome-wide set of IESs is shown

in Figure 3A, for the 93% of the IESs that are shorter than

150 bp. The most remarkable feature is a periodicity of ,10 bp,

which corresponds to the helical repeat of double-stranded DNA.

The first peak of the size distribution has maximal amplitude at

26–28 bp and includes 35% of all identified IESs. The abrupt

cutoff at 26 bp represents the minimum IES size. A second peak

appears to be forbidden and contains only a few IESs. The

following peaks are centered at approximately 45–46, 55–56, 65–

66 bp etc. and the distance between these peaks is best fit by a

10.2 bp sine wave (not shown). At the far end of the spectrum, 95

of the IESs are between 2 and 5 Kb in size. Similar periodic size

distributions are found for IESs inserted in coding sequences and

for IESs inserted in non-coding sequences (Figure S6). This

indicates that the constraint on the distance between IES ends is

Figure 2. Anchois Tc1/mariner family transposon. A) Alignment of the DDE domains of bacterial IS630 elements (IS630Sd, Salmonella dublin,
GenBank Accession No. A43586; IS630Ss, Shigella sonnei, X05955), invertebrate and fungal Tc1 transposons (Baril, D melanogaster, Q24258; Impala,
Fusarium oxysporum, AF282722; S, D melanogaster, U33463; Tc1, C elegans, X01005) and ciliate Tc1/mariner transposons (TBE1, Oxytricha fallax,
L23169; Tec1 and Tec2, Euplotes crassus, L03359 and L03360; Anchois, Thon and Sardine, Paramecium tetraurelia, this article; Tennessee, Paramecium
primaurelia, [34]). Asterisks mark the conserved catalytic DDE residues. B) Schematic diagram of the 3.6 Kb Anchois consensus, showing the position
and orientation of the 3 ORFs. The yellow triangles represent the ,22 nt TIRs. Asterisks mark the position of residues of the catalytic DDE triad for the
ORF encoding the DDE transposase.
doi:10.1371/journal.pgen.1002984.g002
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an intrinsic property of the IESs and is not related to the locus in

which they are inserted in the genome. Whatever their size, the

IESs adhere to the weak, Tc1/mariner-like end consensus first

reported for 20 IESs located in surface antigen genes [18], as

illustrated in Figure 3B for the whole set. Differently sized subsets

of the IESs all display essentially the same end consensus (data

not shown).

We further examined constraints on IES size and sequence by

evaluating IES conservation with respect to the 3 WGDs in the

Paramecium lineage. We used the large number of paralogs

(hereafter termed ‘‘ohnologs’’) of different ages (Table 3) that

could be identified for each of the WGD events [1] to ask whether

IESs are present, at the same position relative to the gene coding

sequences, in ohnologs of the different WGD events. This analysis

makes the assumption that IES insertions are rare events so that if

IESs are present at the same position in ohnologous genes, then

they must have been acquired before the WGD and can be

considered to be ‘‘ohnologous’’ IESs. As shown in Table 3, we

found 84.5%, 23.2% and 5.9% conservation of IESs with respect

to the recent, intermediate and old WGDs respectively. For

comparison, more than 99% intron conservation was found for

1,112 pairs of genes related by the recent WGD [35]. This

indicates that the dynamics of IES insertion or loss over

evolutionary time is relatively fast compared to that of introns.

The only phylogenetic study of IESs, carried out for two loci in a

few different stichotrich (formerly called hypotrich) ciliates, which

are very distantly related to Paramecium, also concluded that the

intragenic IESs in those species evolve very rapidly [36]. We found

that the ohnologous IESs related by the recent WGD are highly

divergent in sequence. In more than 90% of cases, the sequence

identity was too low for detection by BLASTN (E-value threshold

of 1025). This high level of sequence divergence is consistent with

the pattern expected for neutrally-evolving non-coding regions,

since the average synonymous substitution rate measured between

ohnologous genes derived from the recent WGD is about 1

substitution per site [1]. However, if we compare the lengths of

IESs that are conserved with respect to the recent WGD

(Figure 4A), for ,55% of the pairs, both IESs are found in the

same peak of the IES size distribution. The honeycomb

appearance of the plot (Figure 4A), with off diagonal cells that

result from ohnologous IESs in different peaks of the distribution,

underscores the strong evolutionary constraint that is exerted on

IES size.

Dynamics of IES gain and loss
In order to investigate the rate of IES insertions and losses

during the evolution of the Paramecium lineage, we examined gene

families, which we call ‘‘quartets’’, for which all 4 ohnologs issued

from duplication of an ancestral gene at the intermediate and then

the recent WGD are still found in the present day genome. Of the

1350 such quartets identified in the MAC genome [1], 878 contain

at least one IES in at least one of the 4 duplicated genes. We

evaluated the conservation of IESs at the same position with

respect to the coding sequence for all members of each quartet

(Figure S7), and identified 2126 IES groups, each group

containing an IES conserved either in all 4 genes (N1111 = 190),

in 3 genes (N1110 = 64), in 2 genes on the same intermediate WGD

branch (N1100 = 1304), in 2 genes on different branches

(N1010 = 10) or in only one of the 4 genes (N1000 = 558).

Under the assumption that two IESs present at the same

location in ohnologous genes derive from a single ancestral IES

(i.e. the probability of two insertion events occurring at the same

site after a WGD is considered negligible), and that the rate of IES

losses has remained constant, it is possible to estimate the rate of

IES gain during the evolution of the Paramecium lineage (the model

is developed in Text S4). The quartet analysis is fully consistent

with a model whereby IES acquisition has been ongoing since

before the intermediate WGD (15% of the IESs predating this

WGD), with a peak in the period between the intermediate and

the recent WGD events: 69% of IESs were acquired during the

interval between these two WGDs, vs. 16% during the period

since the recent WGD, which corresponds to about the same

evolutionary time. Genome-wide IES data for other Paramecium

species will be necessary in order to test the assumption of a

Figure 3. IES sequence properties. A) Histogram of the sizes of the
genome-wide set of IESs that are shorter than 150 bp. B) Sequence logo
showing information content at each position, corrected for a G+C
content of 28%, for the ends of the genome-wide set of IESs.
doi:10.1371/journal.pgen.1002984.g003

Table 3. IES conservation in ohnologs produced by the
different WGDs.

WGD event
Genes with
ohnolog IESs Conserved IESs % conserved

Recent 24052 20623 17430 84.5

Intermediate 12590 11561 2675 23.2

Old 3381 3646 215 5.9

The identification of ohnologs and the reconstitution of the pre-duplication
genomes is described in [1]. For the most recent WGD, which preceded the
appearance of the P. aurelia complex of 15 sibling species [95], 51% of the pre-
duplication genes are still present in 2 copies. For the intermediate duplication,
24% of pre-duplication genes are still present in 2 or more copies. For the
ancient duplication, which preceded the divergence of Paramecium and
Tetrahymena, 8% of pre-duplication genes are still present in 2 or more copies.
The significance of the column headers is as follows. Genes with ohnolog: the
number of present day genes with at least one ohnolog from the indicated
WGD event. IESs: the number of IESs found in the genes with at least one
ohnolog from the indicated WGD event. Conserved IESs: number of IESs found
at the same position in at least one other ohnolog, as determined by sequence
alignment. The identification of ohnologs is described in [1] and the data are
available through ParameciumDB [90]. Note that this analysis only concerns IESs
that are within paralogous genes and not IESs found in intergenic regions.
doi:10.1371/journal.pgen.1002984.t003
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constant rate of IES losses. However, even if we relax this

assumption (i.e. rates of IES losses are allowed to vary over time),

the model still strongly rejects the hypothesis that all IESs were

acquired before the intermediate WGD (cf. Text S4). Thus, with

the presently available data and biologically reasonable assump-

tions, we conclude that IESs have been acquired in all 3 of the

time periods delimited by the intermediate and recent WGD

events.

We compared the cumulative size distributions of the N1111,

N1100 and N1000 IESs (Figure 4B). The N1111 IESs, which must

have been acquired before the intermediate WGD, are much

shorter than the IESs of the two other samples, with almost 80% of

the IESs in the first peak, compared to 20% for N1100 IESs, which

may mainly result from IES acquisition after the intermediate but

before the recent WGD, and only 16% for N1000 IESs, at least

some of which may have been acquired since the recent WGD. In

addition, the curves are significantly shifted with respect to each

other, in particular, 30% of the N1000 IESs are larger than 150 nt,

compared to scarcely any IESs larger than 150 nt for the two

other samples. This analysis shows that the older an IES, the

shorter it is likely to be, consistent with a decay process involving

progressive shortening of IESs by accumulation of small deletions,

in addition to the accumulation of point mutations.

Quartet analysis is restricted to IESs in genes that have been

retained in 4 copies (fewer than 10% of all IESs). Similar

distributions of IES size are found if we consider all ohnologous

IESs (45% of all IESs, cf. Table 3). IESs conserved with respect to

the intermediate WGD (76% of IESs in first peak) are significantly

shorter than IESs conserved only with respect to the recent WGD

(30% of IESs in the first peak) (data not shown). The size

distribution of IESs conserved with respect to the old WGD is

poorly determined because of the small number of conserved IESs

(Table 3), which are moreover often in genes that have undergone

recent gene conversion judging from the nucleotide divergence of

the ohnologs (data not shown). It is therefore uncertain that IESs

were present in the genome before the old WGD, consistent with

the absence of TA-bounded IESs in Tetrahymena, which diverged

from Paramecium after the old WGD event [1].

Since we found essentially no IESs shorter than 26 bp, it seems

likely that some mechanism(s) other than decay of the sequence

through internal mutations and deletions is responsible for the

complete loss of an IES. In order to explore this question, we

examined case by case, using both nucleotide and conceptual

protein alignments, all of the N1110 quartet IES groups (n = 64),

which are most parsimoniously explained by insertion of an IES

before the intermediate WGD followed by loss of an IES after the

recent WGD. We examined the raw read alignments and PGM

and phage contigs in order to be sure that there was sufficient read

coverage and no evidence suggesting presence of an IES at any site

of putative IES loss. We found 4 different explanations for the

quartet triplets: precise loss of the fourth IES (n = 17), gain of the

third IES by gene conversion between intermediate WGD

ohnologs (n = 1), recruitment of the fourth IES into the exon

sequence (n = 6), and deletion of the region that encompasses the

fourth IES (n = 23), often testifying to the formation of a

pseudogene. In addition, we found 5 errors in IES detection (the

fourth IES probably exists as it can be found in the phage contigs

or is predicted by the MIRAA pipeline). In the remaining cases

(n = 12), annotation or alignment problems made it difficult to

conclude. The observation of 17 cases of precise loss of an IES

from the germline DNA raises the possibility that there is a

mechanism for conversion of a MIC locus to the IES-free form

Figure 4. IES conservation in genes related by WGD. A) Filled contour plot of the correlation between the size of IES pairs that have been
conserved with respect to the recent WGD. The x axis gives the size in bp of the first IES, the y axis gives the size in bp of the second IES found in the
ohnologous gene and the color of each point indicates the number of times that combination of x,y values was found in the data set. The color
legend is shown to the right of the figure, the numbers represent counts of the x,y value pairs; the rainbow colors are distributed according to a log2
scale. B) Size distribution of IESs conserved in ‘‘quartets’’ i.e. genes that are still present in 4 copies in the genome after duplication at both the
intermediate and the recent WGD events. In order to compare size distributions for different classes of IES, they are represented as experimental
cumulative distribution functions. The ripples in each curve correspond to the peaks of a histogram representation as in Figure 3A. The curves are for
IESs that must have originated from an ancestral IES acquired before the intermediate WGD (grey, N1111 IESs), IESs that must have originated from an
ancestral IES acquired before the recent WGD (orange, N1100 IESs) and the IESs that might have been acquired since the recent WGD (blue, N1000 IESs).
doi:10.1371/journal.pgen.1002984.g004
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using a MAC genome template. However, we cannot rule out the

possibility that IESs can be precisely excised from the MIC DNA,

and therefore lost, by the same Pgm-dependent mechanism as that

involved in MAC genome assembly.

TA-indels reveal IES excision errors
The analysis of sequence variability in the polyploid (800n)

MAC genome, carried out by comparing the MAC assembly

representing a ‘‘consensus’’ sequence with the 136 Sanger

sequencing reads used to build the assembly, revealed nearly

2000 ‘‘TA-indels’’ that were presumed to be produced by the IES

excision machinery and to reflect excision errors [29]. As shown

schematically in Figure 5, ‘‘residual’’ TA-indels (n = 739), that

were suggested to represent occasional retention of IESs on some

macronuclear copies, were absent from the assembly (‘‘major’’

form in Figure 5), but present in at least one sequence read

(‘‘minor’’ form). For 689 of the residual TA-indels (93%), we found

an IES at the corresponding site in the genome. Interestingly, in

134 cases (19.4%), the TA-indel was shorter than the IES and case

by case inspection indicated that most of these TA-indels may be

products of IES excision that used an alternative IES boundary

located within the IES (Figure 5). In this case, the TA-indel would

only correspond to part of a larger IES. A few cases of use of an

alternative IES boundary that may confer a mutant phenotype

have been reported [7,37].

‘‘Low frequency’’ TA-indels (n = 1090), previously suggested to

represent excision of MAC-destined sequences [29], were present

in the assembly (major form, Figure 5), but absent from at least

one sequence read (minor form). We could not look for the ‘‘low-

frequency’’ TA-indels directly among the genome-wide set of IESs,

since they are part of the MAC genome assembly. However, we

examined the ends of the low-frequency TA-indels and found 249

cases (23%) where the TA dinucleotide at one of the ends

corresponds to the insertion site of an IES in the genome-wide set

(Figure 5), indicating that the TA-indel was generated by use of an

alternative IES boundary located outside of the IES. The whole of

the analysis supports the previous conclusion [29] that TA-indels

are products of the IES excision machinery. The high incidence of

alternative boundaries in both classes of TA-indels, revealed by

comparing them with the genome-wide set of IESs, strengthens the

previous conclusion [29] that TA-indels reflect IES excision errors

(see below). Thus TA-indels cannot be considered to be IESs in the

absence of further experimental support.

Evidence for selective pressure against IES insertion
IESs are tolerated in coding sequences and evolve under a

strong constraint on their size and end-consensus, properties that

are presumably important for their precise and efficient excision.

However, the excision machinery can commit errors, as revealed

by TA-indels (cf. above) and by the use of alternative IES

Figure 5. TA-indels are produced by IES excision errors. Schematic representation of the ‘‘residual’’ and ‘‘low frequency’’ TA-indels that were
identified by comparing the MAC draft genome assembly (MAJOR form) with the 136Sanger sequencing reads used to build the assembly [29]. The
TA-indels were identified by one or more reads that differed from the assembly (minor form). The residual TA-indels were assumed to be the result of
occasional failure to excise an IES and the low-frequency TA-indels to result from excision of MAC-destined sequences. Comparison of the genome-
wide set of IESs with the TA-indels revealed that many TA-indels result from the use of alternative IES boundaries situated inside the corresponding
IES in the case of residual TA-indels and outside the IES in the case of low-frequency TA-indels. In the schema, TA dinucleotides in black boxes are
bona fide IES boundaries while TA dinucleotides in blue boxes are alternative IES boundaries.
doi:10.1371/journal.pgen.1002984.g005

Figure 6. IES density is inversely proportional to gene
expression level. Genes were binned according to their median
expression level across 58 microarrays representing different cellular
and growth conditions as described in [38,39]. The expression levels
were divided into 30 bins as in [38]. The black points show the average
IES density (per Kb) of genes in each bin. Linear regression was used to
fit the points. Light gray bars show the distribution of genes according
to their expression level (before binning).
doi:10.1371/journal.pgen.1002984.g006
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boundaries [7,37]. We therefore looked for evidence that the rate

of excision errors is high enough to represent a fitness burden for

the organism. First, only 47% of genes contain at least one IES,

and the IESs are less represented in strongly expressed genes.

Figure 6 shows the density of IESs in genes as a function of gene

expression level determined by microarray experiments [38,39].

The density varies from about 0.7 IESs per Kb (i.e. an IES on

average every 1.4 Kb) in genes with low expression to less than 0.3

IESs per Kb (i.e. an IES on average every 3.3 Kb) for the genes

with the highest expression. The inverse correlation observed

across all levels of expression indicates that IESs are less-well

tolerated the more a gene is expressed.

Second, IESs inserted in protein-coding exons display a

characteristic bias in their size. There is a statistically significant

deficit in IESs whose length is a multiple of 3, compared to IESs

found in non-coding regions. Furthermore, this bias is only found

for 3n IESs that do not contain a stop codon in phase with the

ORF of the upstream coding sequence (Table 4; cf. Table S5 for a

more detailed analysis). A similar 3n bias was reported for introns

in eukaryotic genomes, and experiments in Paramecium showed that

the Nonsense Mediated Decay (NMD) pathway destroys mRNAs

containing unspliced introns, provided the intron retention leads

to a premature stop codon [35]. Retention in mRNA of a 3n

stopless intron would not be detected by NMD and therefore

could lead to translation of potentially harmful proteins, explaining

the deficit in 3n stopless introns. The fact that IESs display a

similar deficit suggests that the rate of IES retention is high enough

to represent a fitness cost, so that IESs in exons are under selective

pressure to be detected by NMD in case they are retained in the

MAC genome. We were able to test this hypothesis by looking at

the size bias for IESs located in the exons of the 25% of Paramecium

genes that are the most highly expressed hence subject to the

strongest selective pressure. As shown by the last 2 lines of Table 4

(samples Q1 and Q4), the deficit in 3n IESs is the greatest for the

IESs found in the most highly expressed genes (28.3%), where IES

retention would be the most deleterious.

Discussion

An IES reference set for P. tetraurelia
Previous studies of Paramecium IESs all relied on a small

reference set of about 50 IESs. For the first time in any ciliate

genome, in so far as we are aware, we have carried out an

exhaustive identification of IESs. Since it is not yet possible to

isolate Paramecium MICs in the quantity and of the purity required

for genomic sequencing, we relied on nuclear DNA isolated from

cells depleted in Pgm, the domesticated transposase required for

introduction of the DSBs that initiate IES excision [21]. We

fortunately were able to use the only genomic library ever made

from purified MICs [28] – but heavily contaminated by bacterial

DNA – to obtain genome-scale evidence that Pgm is required for

excision of all Paramecium IESs and to estimate that our IES

reference set includes ,98.5% of all IESs.

Although this IES reference set will prove useful for a variety of

studies, it is important to keep two things in mind. First, the IES

definition used here is necessarily a genomic definition involving

comparison of MIC and MAC sequences. Our procedure does not

allow identification of nested IESs (unless the external IES is

retained in the MAC), or of any IES located in part of the MIC

genome that is not collinear with MAC chromosomes. The

complexity of the assembled PGM DNA is almost 100 Mb,

although we could not properly assemble repeated sequences. We

thus estimate that at least 25% of the germline is not collinear with

the MAC chromosomes, and might contain unique copy IESs or

transposons, the excision of which could only have been detected if

the flanking region were retained in the MAC.

Second, this reference set does not provide information about

the variability in IES excision patterns that might exist between

different, though genetically identical, cell populations. Many IESs

are under maternal, epigenetic control [40,31,41]. The genome

scanning model [42] posits that every time Paramecium undergoes

meiosis, the scnRNA pathway compares the maternal MIC, in the

form of 25 nt scnRNAs [43], with the maternal MAC, in the form

of long non-coding transcripts [44]. The scnRNAs that cannot be

subtracted by base pairing with the long maternal transcripts are

licensed for transport into the new developing MAC [45] where

they target homologous sequences for elimination, probably via

deposition of epigenetic marks on the chromatin (cf [3,4] for

recent reviews of genome scanning in Paramecium and Tetrahymena).

The scnRNA pathway in theory provides a powerful defense

mechanism against transposons that invade the germline and can

explain the molecular basis of alternative MAC rearrangement

patterns that are maintained across sexual generations

[31,40,41,46,47]. Hence the following caveat: any genome-wide

set of IESs is identified with respect to a particular MAC reference

genome sequence. There can be no ‘‘universal’’ IES reference set

for the species. Since IESs can be a source of genetic variation as

discussed in [48], the IES catalogue we have established will make

it possible to study this variation, for example by surveying IES

retention in the MACs of geographic isolates and in stocks that

have been experimentally subjected to different types of stress.

Constrained IES size distribution and the IES excision
complex

The remarkable sinusoidal distribution of IES sizes retained by

evolution reflects strong constraint on the distance between IES

ends. We assume that the selection is exerted through the excision

mechanism, since the retention of an IES in the MAC can impair

gene function. An IES that cannot be efficiently excised is

expected to be counter-selected. We propose an interpretation of

the IES size distribution based on its similarity with data generated

Table 4. Deficit of 3n IESs in coding sequences.

IES Category Number 3n non-3n x2 P-value

Non-coding 10304 3481 (33.78%) 6823 (66.22%) - -

Coding
stopwith

11205 3700 (33.02%) 7505 (66.98%) 2.91 0.08

Coding
stopless

23339 7095 (30.40%) 16244 (69.60%) 119.42 8.47610228

Q1
stopless

6044 1892 (31.30%) 4152 (68.70%) 16.61 4.5961025

Q4
stopless

5712 1615 (28.27%) 4097 (71.73%) 77.5 1.32610218

For the calculation of x2, the observed numbers of IESs of length 3n and non-3n
inserted in coding sequences are compared to the distribution found for IESs
inserted in non-coding sequences under the null hypothesis that IES length is
not under constraints related to translation. The null hypothesis is rejected only
for those IESs inserted in coding sequences that do not contain a stop codon in
frame with the upstream ORF (Sample ‘‘Coding stopless’’). Microarray
experiments [38] were used to group the IESs according to the expression level
of the genes in which they are inserted. ‘‘Q1’’ designates IESs in exons of the
25% least expressed genes and ‘‘Q4’’ designates IESs in the exons of the 25%
most expressed genes, those subject to the strongest selective pressure. The
bias against 3n IESs is stronger in the Q4 sample than in the Q1 sample.
A more detailed analysis of the modulo 3 length distribution for IESs in coding
and non-coding sequences, for each peak of the 10 bp periodic size
distribution, is provided in Table S5.
doi:10.1371/journal.pgen.1002984.t004
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by ‘‘helical-twist’’ experiments, which have provided evidence of

DNA looping between distant protein-binding sites in various,

mainly prokaryotic, DNA transaction systems (transposition, gene

control, replication initiation, site-specific recombination, etc.

reviewed in [49]). In these experiments, the distance between

transposon ends [50,51], repressor binding sites [52–55] or site-

specific recombination sites [56] is varied, on plasmids or on the

bacterial chromosome, and the activity of the system is measured

in vivo. The observed periodicity in the length-dependence of the

activity corresponds to the helical repeat of the DNA, since the

same face of the double helix must interact with the protein at

each end, and given the prohibitive energetic cost of twisting the

double helix to fit the binding site to the protein. This is especially

true for DNA fragments whose size is close to the persistence

length of double stranded DNA (,150 bp) or shorter. The

persistence length, a physical measure of the bending stiffness of a

polymer in solution, is the length above which there is no longer a

correlation between the orientation of the ends of the molecule.

For DNA longer than its persistence length, it becomes possible for

the 2 ends to encounter each other to form a loop, without any

external intervention.

Almost all (93%) of the IESs in the genome are shorter than the

persistence length of DNA. The size distribution, which appears as

a series of regularly spaced peaks, can be decomposed into three

parts. The largest peak is centered on 28 bp but displays an abrupt

minimum size cutoff at 26 bp. A second peak seems to be of

forbidden size. Finally, there follow a series of peaks that are best

fit by a sine wave with a ,10.2 bp periodicity. In the helical-twist

experiments, the amplitude of the measured biological activity

peaks tends to decrease with decreasing distance between

interacting sites. However, for the IES size distribution, the decay

of IESs over time imposes the opposite tendency: the peak heights

increase as IES size decreases.

Our working model for assembly of an active IES excision

complex is shown in Figure 7. We propose that, starting at the

third peak (44–46 bp), the IESs assemble into the excision

complex by forming a double-stranded DNA loop compatible

with presentation of the same face of the double helix to the Pgm

endonuclease at both IES ends. The near absence of the second

peak, the minimum IES size of 26 nt and the 13 bp size of each

piggyBac TIR [25] lead us to suggest that the IESs in the first peak

are able to assemble an active excision complex without formation

of a DNA loop. The IESs in the nearly absent second peak would

not be efficiently excised, as they would be too short to form a

DNA loop and too long to form an active excision complex

without a DNA loop.

Molecular analysis of the IES excision mechanism supports the

involvement of such a transpososome-type excision complex. First,

the domesticated Pgm transposase, which has retained the

catalytic site of piggyBac transposases [21], is very likely to be the

endonuclease responsible for the cleavage reaction, involving the

introduction of DSBs at each end of the IES [24]. Second, for IESs

larger than 200 bp, covalently closed circular molecules contain-

ing the excised IES have been detected as transient intermediates

during MAC development [57]. Third, if one end of an IES bears

a mendelian mutation in the TA dinucleotide, no DSB occurs at

either end of the IES. This indicates that the two IES ends must

interact, directly or indirectly, before cleavage can occur [58].

It is worth noting that ‘‘canonical’’ TIRs of cut-and-paste

transposons are often bipartite. They are composed of an internal

sequence motif recognized and bound by the transposase, and of a

few nucleotides at the termini that constitute the DNA cleavage

site [59]. The obligatory conservation of a TA dinucleotide at IES

ends is indicative of a requirement for DNA cleavage but is not

sufficient for specific recognition, even if we take into account the

weak consensus over the 6 internal nucleotides. The lack of a

sufficiently long conserved motif in IESs makes it unlikely that

Pgm recognizes IESs by binding to a specific sequence. For IESs

under maternal control [31], it is currently thought that Pgm is

recruited to its substrate via epigenetic marks deposited on the

chromatin by the scnRNA pathway [3,21,42].

The picture of an IES excision complex that emerges from these

considerations, which must of course be tested biochemically,

requires very short pieces of DNA to form loops (Figure 7).

Proteins that bend DNA, such as HMG proteins [60], could be

involved. What is quite remarkable here, beyond the fact that

evolution has performed such a nice ‘‘helical-twist’’ experiment, is

that the DNA loops might be as short as ,45 bp, shorter than

almost any reported case of DNA looping. The minimal in vivo

value reported for cut-and-paste bacterial transposons is 64–70 bp

[50,51] and this is also the minimum size reported for HMG

assisted DNA loop formation in vitro [60]. The only indication of

shorter loops comes from detection of a minor peak of activity in

vivo and in vitro for ,50 bp DNA loops in the E. coli Hin

invertasome, provided that invertasome assembly occurs in the

presence of HU, a bacterial nucleoid protein that bends DNA

[56]. Given the unusually high A+T content of IESs (80%), local

melting might favor the deformations in the double helix required

to make the very small looped structures of the postulated IES

excision complex.

Evidence that IESs are remnants of transposons
Ciliate MICs have long been recognized as safe havens for

transposons, since removal of the transposons from the somatic

DNA during development would decrease the burden on host

fitness, as discussed in [19]. Our study provides the first global

vision of IESs in any ciliate germline and provides strong support

for the ‘‘transposon link’’ hypothesis that present day IESs are

remnants of transposons [18,19].

Figure 7. IES size constraint and the assembly of an active
excision complex. Our working model is based on the assumption
that oligomerization of the IES excisase (most likely the domesticated
transposase PiggyMac) on DNA activates catalytic cleavage at IES ends
(IESs are drawn in yellow and red triangles highlight the orientation of
their ends). In the absence of any information on the stoichiometry of
the complex, the excisase is represented by a shaded blue ellipse. For
very short IESs from peak 1 (26–30 bp in length), the required contact
between protein subunits may be established directly (double-headed
arrow) and the complex is active. For IESs longer than 44 bp (peak 3
and above), we propose that looping of the intervening DNA double
helix brings IES ends into close proximity and activates DNA cleavage.
We have arbitrarily drawn the complex as an antiparallel arrangement
of IES ends within a negatively supercoiled loop, but other conforma-
tions are possible. IESs from the ‘‘forbidden’’ peak 2 would be too long
to allow direct contacts between protein subunits to be established,
and too short to form an excision loop.
doi:10.1371/journal.pgen.1002984.g007
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Although we do not yet have a complete picture of the

transposon landscape of the P. tetraurelia germline genome, we have

identified 3 families of Tc1/mariner elements, with 2 quite

different structures. The Thon and Sardine transposons have long,

palindromic TIRs, a tyrosine recombinase and a DDE transposase

characteristic of the IS630/Tc1 subfamily, with a short spacer (32

aa) between the 2nd and 3rd catalytic residues. This clearly

distinguishes these transposons from the piggyBac family charac-

terized by a long spacer and a DDD catalytic triad. The IESs

related to these elements that we were able to identify appear as

solo TIRs. Given the presence of repeated, palindromic subse-

quences in each TIR, we can speculate that the solo TIRs result

from recombination between short direct repeats present within

the complex TIRs, as proposed to explain the incidence of solo

LTRs derived from LTR retrotransposons in the genomes of some

organisms [61,62]. The other transposon family we have

identified, Anchois, is characterized by much shorter TIRs which

do not contain internal palindromes, a similar DDE transposase

and the absence of a tyrosine recombinase. This structure is similar

to that of the P. primaurelia Tennessee transposon [34]. In the case of

Anchois, we could find a number of IESs that appear to correspond

to the entire transposon or large portions of it, including IESs with

a recognizable but degenerate DDE transposase ORF.

It is possible that we have only scratched the tip of the iceberg

since the germline genome is expected to contain other mobile

elements. Indeed, we were able to identify 8 clusters of

homologous IESs inserted at non-homologous genomic sites,

suggesting recent mobility, and one of these clusters turned out to

consist of IESs that are solo TIRs of the Thon element. The other

clusters could be the remains of as yet unidentified elements. Both

the Thon and the Anchois IES homologies were detected among

the largest IESs in the genome-wide set (i.e. the 380 IESs

.500 bp), and for none of them could we detect ohnologous IESs

from the recent WGD, an indication that these IESs were

recently acquired. Since over 90% of present day IESs have

decayed to very short sizes (,150 bp) it is not surprising that

internal transposon motifs can no longer be recognized. These

very short IESs nonetheless display the short degenerate Tc1/

mariner end consensus. The existence of this consensus at IES

ends may testify to their evolutionary transposon origin. This end

consensus would eventually have become a requirement for

efficient cleavage by the IES excision machinery. We can imagine

two instances of such convergent evolution: i) other families of

mobile elements could be eliminated by the PiggyMac-dependent

mechanism and ii) genomic sequences that adhere to the end

consensus could be excised just like IESs. We conclude that at

least a fraction of IESs are decayed Tc1/mariner transposons,

and we consider highly probable that some IESs are derived from

other mobile elements.

IESs are a burden for host fitness
Since IES excision is not 100% efficient, IES insertions are in

general deleterious, consistent with the different kinds of selective

pressure we have observed: (i) a constrained IES size distribution

likely reflecting assembly of the excision complex; (ii) a bias against

IESs that do not lead to premature stop codons in case of IES

retention in the MAC; (iii) an inverse correlation between IES

insertions and gene expression level. IESs can in addition be

considered to constitute a mutational burden, in the same way as

introns are considered to constitute a mutational burden in intron-

rich eukaryotic genomes [63], since IESs are present in large

number in Paramecium, and any mutation in a flanking TA

dinucleotide abolishes IES excision. Nonetheless, the system can

give rise to beneficial new functions, as attested by use of the IES

excision machinery to provide a regulatory switch for mating type

determination (D. Singh, personal communication).

Since IESs are in general deleterious and constitute a fitness

burden for the organism, and since we have detected cases of

probable clean IES loss from the germline DNA suggesting that a

mechanism exists for precise IES excision in the MIC, we may

ask why Paramecium has any IESs at all. This question can be

easily answered if we consider that IESs arise from selfish genetic

elements (SGEs, defined as elements – typically transposable

elements or viruses – that can enhance their own transmission

relative to the rest of the genome, with deleterious or neutral

effects for the host [64]). The number of IESs reflects the balance

between the number of IES insertions (e.g. invasion by SGEs that

subsequently decayed to become unique-copy IESs) and the

strength of selection against these insertions, which either

prevents fixation of new insertions in the population or favors

loss of already fixed insertions. This genetic conflict is mediated

by an ‘‘arms race’’ between SGEs and the host as discussed by

Werren [64].

Host defense mechanisms in ciliates
In all kingdoms of life, non-coding RNAs are used to defend

host genomes against parasitic nucleic acids, as exemplified in

eukaryotes by small RNA pathways involved in protection against

viruses or in silencing transposons to ensure integrity of the

germline genome [65–67]. In ciliates, nuclear dimorphism

provides the potential for an additional layer of protection by

physically separating the chromosomes that store the genetic

information from the rearranged chromosomes that express the

genetic information. Additional host defense machinery providing

precise excision of transposons/IESs from somatic DNA, might

have allowed the invasion of a fraction of the genome in which

SGEs are not usually tolerated, namely the coding and regulatory

sequences required for gene expression.

In the case of Paramecium, Pgm domestication has provided the

mechanism for precise excision of TA-bounded insertions from the

somatic DNA, allowing transposons/IESs to be cleanly excised

from genes in the MAC. Since this would reduce the fitness

burden caused by transposition, we presume that it allowed

transposons to spread throughout the MIC genome. Recognition

of the IESs is however ensured by the scnRNA pathway [3], itself

an example of the more ancient mechanism of small RNA-based

host immunity against foreign nucleic acids, and this epigenetic

recognition may in part explain the less than 100% efficiency of

IES excision.

In Tetrahymena, which has both a scnRNA pathway and

domesticated piggyBac-like transposases [4,22], only excision of

intergenic IESs has been studied for the moment and use of

heterogeneous cleavage sites was found. This imprecise excision

would not be compatible with insertion in genes since gene

expression would be compromised. Tetrahymena has only about

6,000 IESs and indeed, they are not usually found within genes

[17]. Why doesn’t Tetrahymena have intragenic IESs? We can only

speculate that a Tc1/mariner invasion after the divergence of

Paramecium and Tetrahymena was instrumental in the evolution of a

precise excision mechanism in Paramecium, necessary for spread of

these elements throughout the genome. In support of this

hypothesis, a recent genome-scale identification of hundreds of

Tetrahymena IESs [17] revealed a new class of TTAA-bound IESs

that are precisely excised. They were found to contribute 39 exons

to genes that are expressed from the zygotic genome during

genome rearrangements. These elements might be derived from

piggyBac transposons, which have TTAA target sites, and perhaps
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testify to the ancient piggyBac invasion that led to domestication of

the transposase.

A contrasting situation is found in some stichotrich ciliates. The

stichotrich ciliates are very distantly related to the oligohymeno-

phorean ciliates and are characterized by highly fragmented

somatic genomes consisting of nanochromosomes that usually bear

a single gene. Intragenic IESs are more abundant in the germline

genomes of Oxytricha and related strichotrichs than in Paramecium,

with an estimate of at least 150,000 IESs per haploid genome [68].

Both single-copy IESs and transposons are precisely excised and

the precise IES excision is assured by guide RNAs transcribed

from the maternal MAC [69], which are even capable of re-

ordering the scrambled MAC-destined gene segments that occur

frequently in Oxytricha and related stichotrichs [70]. There is also

evidence that the endonuclease required for cleavage in Oxytricha is

actually a transposase from germline TBE transposons [71].

However, there is currently no evidence for a scnRNA pathway

specialized in the control of DNA elimination, although gene

silencing by RNAi in Oxytricha testifies to the presence of small

RNA machinery [69]. Thus the high precision and fidelity of the

guide RNA mechanism for genome rearrangements in Oxytricha

spp. seems to have tipped the balance even further in favor of

intragenic IES insertions.

The case of Euplotes, a stichotrich ciliate distantly related to

Oxytricha and probably lacking scrambled genes, merits special

attention. Beautiful work carried out by the Jahn and Klobutcher

labs in the 1990s showed (i) the existence of high copy number

Tc1/mariner elements, Tec1 (2,000 copies per haploid genome)

and Tec2 (5,000 copies), as well as lower copy number Tec3

elements (20–30 copies) [33,72,73]; (ii) at least a fraction of these

Tec elements are precisely excised between TA dinucleotides

[74]; (iii) an estimated 20,000 short TA-bounded IESs [33],

bearing a Tc1/mariner end consensus just like the Paramecium

IESs [18], are excised precisely between TA dinucleotides leaving

a single TA at each excision site on the MAC destined

chromosomes [33] and (iv) molecular characterization of excised

circular forms of both Tec elements and short IESs revealed an

unusual junction consisting of 2 TA dinucleotides separated by

10 bp of partially heteroduplex DNA, showing that both the Tec

transposons and the short IESs are excised by the same

mechanism [74,75]. The mechanism is moreover different from

that of precise IES excision in Paramecium [24,57]. Neither the

endonuclease responsable for IES cleavage nor the repair

pathway has currently been identified in Euplotes. It will be

fascinating to see whether the same actors, i.e. a domesticated

piggyBac transposase and the NHEJ (non-homologous end-joining)

pathway, are responsible for a mechanism that in its details is not

the same as that found in Paramecium, or whether completely

different cellular machinery has been recruited to carry out the

same function i.e. the precise excision from somatic DNA of the

Tc1/mariner family Tec transposons and of short TA-bounded

IESs presumed to be their relics [19].

In conclusion, different ciliates have evolved different host

defenses in response to germline SGE insertions. In all cases that

have been examined at the molecular level, maternal non-coding

RNAs are involved in programming genome rearrangements. In

Paramecium and some other lineages, the co-evolution of host

defense machinery and SGEs has provided mechanisms for precise

somatic excision, uniquely allowing the colonization of coding

sequences by Tc1/mariner and likely other transposable elements.

This phenomenon is so far only paralleled by the spread of introns

into eukaryotic coding sequences, also thought to result from

domestication of precise excision machinery, derived in this case

from mobile self-splicing ribozymes [76].

Materials and Methods

Purification of DNA enriched in un-rearranged sequences
from isolated nuclei of cells depleted for PiggyMac

Cell growth and autogamy. Paramecium tetraurelia strain 51

was used for this study because the available phage-lambda library

of purified MIC DNA was made using this strain. Strain 51 only

differs at a few loci from strain d4-2 that was used for sequencing

the MAC genome [77].

For gene silencing, we used the «feeding» method described in

[78]. Escherichia coli HT115 [79] harboring plasmid L4440 [80],

with the 567-bp HindIII-NcoI fragment of gene PGM inserted

between two convergent T7 promoters [21], was induced at 37uC
for the production of PGM dsRNA in WGP1X medium

containing 100 mg/mL ampicillin. As a control, we induced

HT115 bacteria for the production of dsRNA homologous to the

ND7 non essential gene (see plasmid description in [81]).

Paramecium tetraurelia strain 51new mt8 [24] was grown at 27uC
in WGP1X inoculated with Klebsiella pneumoniae and supplemented

with 0.8 mg/mL b-sistosterol. Following ,25 divisions, cells were

washed and transferred to 4.1 L of freshly induced E. coli HT115.

Cells were allowed to grow for 8 vegetative divisions, then starved

to trigger autogamy. The progression of autogamy was monitored

by DAPI staining (Figure S2A) and the viability of sexual progeny

was tested to evaluate the efficiency of PGM-silencing (Figure S2B).

Cell lysis and purification of developing MAC

DNA. Following prolonged starvation to favor the degradation

of old MAC fragments (day 4 of autogamy), all cultures were

filtered through eight layers of sterile gauze. Cells were collected

by low-speed centrifugation (2856 g for 1 min) and washed twice

in 10 mM Tris-HCl pH 7.4. Particular care was taken to eliminate

contaminating bacterial biofilms by letting them settle to the

bottom of the tubes and removing them with a Pasteur pipette

prior to all washing centrifugation steps. The final pellet was

diluted 5-fold by addition of lysis buffer (0.25 M sucrose, 10 mM

MgCl2, 10 mM Tris pH 6.8, 0.2% Nonidet P-40) and processed as

described in [82]. All steps were performed at 4uC. Briefly, cells

(1 mL) were lysed with 100 strokes of a Potter-Elvehjem

homogenizer and washing buffer (0.25 M sucrose, 10 mM MgCl2,

10 mM Tris pH 7.4) was added to a final volume of 10 mL.

Developing new MACs (together with cell debris, bacterial

biofilms and the largest fragments of the old MAC) were collected

by centrifugation at 6006 g for 1 min and washed 3 times in

washing buffer. To remove contaminating bacteria, the pellet was

diluted in washing buffer, loaded on top of a 3-mL sucrose layer

(2.1 M sucrose, 10 mM MgCl2, 10 mM Tris pH 7.4) and

centrifuged in a swinging rotor for 1 hr at 210,0006 g. The

nuclear pellet was collected and diluted 5-fold in 10 mM MgCl2
10 mM Tris pH 7.4 prior to addition of two volumes of proteinase

K buffer (0.5 M EDTA pH 9, 1% N-lauryl sarcosine sodium, 1%

SDS, 1 mg/mL proteinase K). Following 16-hr incubation at

55uC, genomic DNA was purified as described in [24], with three

additional phenol:CHCl3 extractions (1:1), one CHCl3 extraction

and a final ethanol precipitation [83]. Enrichment for non-excised

IESs (IES+ forms) was assayed by 1% agarose gel electrophoresis of

PstI-restricted DNA and Southern blot hybridization with 32P-

labeled Gmac probe [21], which corresponds to the MAC

sequences just downstream of IES 51G4404 within the surface

antigen G51 gene (Figure S3A). To measure the contamination

with bacterial DNA, the same blot was dehybridized and probed

with a 32P-labelled fragment of K. pneumoniae 23S rDNA amplified

by PCR using primers KP23S-U (59-AGCGTTCTG-

TAAGCCTGCGAAGGTG-39) and KP23S-R (59-TTCACCTA-

CACACCAGCGTGCCTTC-39) (Figure S3B). All radioactive
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signals were scanned and quantified using a Typhoon phosphor-

imager (Figure S3C).

Purification of wild-type micronuclear DNA from a
lambda-phage library

A lambda-phage library was provided by John Preer. This

library had been made from DNA obtained after isolation of stock

51 wild type micronuclei [82] and further purified by cesium

chloride density gradient centrifugation to eliminate G+C-rich

DNA supposed to represent bacterial contaminants [28]. The

library consisted of 70,000 recombinant phages (lambdaGEM11),

expected to represent a 76 coverage of the MIC genome. We

amplified the original library in 1995 and stored it at 4uC. Phage

particles from 1 mL of the reamplified library (approximately 105

particles) were fully recovered by ultracentrifugation (42 min at

113898 g in a TLA-55 rotor; Slambda particle = 410 according to

[84]) and concentrated in ,30 mL. Given the limited amount of

material (,18 pg of 40 Kb phage genomes corresponding to

,4.5 pg of inserts), the cloned DNA was amplified by PCR using

primers located next to the cloning sites (LambdaL2 GGCCTAA-

TACGACTCACTATAGG; LambdaR2 GCCATTTAGGTGA-

CACTATAGAAGAG). Non-genomic sequences should only

represent 0.6% of the total PCR-amplified DNA. As PCR

inhibitors prevented direct amplification from the concentrated

suspension of phage particles, 230 50 mL-PCR reactions were

performed from 3 mL of a 306dilution in SM. The Expand Long-

Template PCR System (Roche) was used as recommended by the

supplier with 23 amplification cycles, an annealing temperature of

60uC and 12 min for the extension time. PCR reactions were

concentrated by ethanol precipitation and ,35 mg of 9 to 13 Kb

PCR products were obtained after purification from 0.6% low-

melting-temperature agarose gels and treatment with b-agarase

(Sigma).

DNA sequencing
DNA was sequenced by a paired-end strategy using Illumina

GAII and HiSeq next-generation sequencers. The shotgun

fragments were ,500 bp and the paired-end reads 108 nt for

DNA enriched in un-rearranged sequences (PGM DNA). The

fragments were ,200 bp and the paired-end reads 101 nt for

DNA prepared from the lambda-phage library. In the latter case,

short reads that overlapped were merged.

Short read mapping
All Illumina short reads were mapped to the strain 51 reference

genome (see below) using BWA [85] (version 0.5.8). Alignments

were indexed using samtools [86] (version 0.1.11).

Strain 51 reference genome
The P. tetraurelia MAC genome [1] was assembled from 136

Sanger sequencing reads from different insert size librairies of

strain d4-2 DNA. Strain d4-2 only differs from strain 51 at a few

loci. We corrected sequencing errors in the scaffolds using Illumina

deep sequencing in two stages, the first stage using the same strain

d4-2 DNA sample that had been used for the original Sanger

sequencing (84 million 75 nt paired-end reads), the second stage

using two different samples of strain 51 MAC DNA (155 million

75 nt paired-end reads). The electronic polishing pipeline used for

each stage consisted of the following steps. (i) Gap filling was

achieved by assembling the Illumina reads into contigs using the

Velvet [87] short read assembler (Kmer = 55 -ins_length 400 -

cov_cutoff 3 -scaffolding no). The contigs were mapped to the

draft assembly using BLAT [88] and locally realigned with Muscle

[89]. If the contigs spanned a sequencing gap, then it was filled. (ii)

The Illumina reads were mapped to the draft genome using BWA

[85]. (iii) Alignments were indexed using samtools [86]. (iv)

Samtools mpileup program and homemade Perl scripts were used

to identify all positions covered by at least 10 reads and where at

least 80% of the reads did not confirm the reference sequence. (v)

The reference sequence was corrected using the list of errors. Steps

(ii) through (v) were repeated a few times at the second stage of

correction using the strain 51 reads, since BWA mapping has low

error tolerance, and more reads could be mapped as the correction

progressed. At the end of the process 442 of 861 sequencing gaps

were filled, 13,758 substitutions were corrected, 929 deletions of

1–2 nt were filled and 10,339 insertions of 1–2 nt were removed,

to yield the strain 51 reference genome that was used for IES

identification. The strain 51 reference genome is available via

ParameciumDB [90].

IES identification pipeline
MIRAA pipeline. All reads of the DNA enriched in un-

rearranged sequences (PGM DNA), were mapped on the P.

tetraurelia strain 51 reference MAC genome. Alignments indexed

with samtools were analysed using custom perl scripts written with

the BioPerl library (version 1.6) and the Bio::DB::Sam module

(version 1.11). An IES site is characterized by an excess of ends of

read alignments since reads that overlap IES junctions only map

partially on the MAC genome and stop on the residual TA. These

positions are considered to be IES sites if (i) the number of

alignment ends is greater than 15 (10% of the average PGM DNA

read coverage); (ii) if they are more than 500 bp from the ends of a

scaffold, which avoids errors produced by heterogeneity in these

regions; (iii) if the read coverage is lower than 3006, to avoid

highly repeated sequences.

MICA pipeline. The IES detection pipeline consists of the

following steps: (i) paired-end read assembly with Velvet [87] (version

1.0.18) using 3 different Kmer values (41, 45 and 55) and the

parameters ‘‘-scaffolding no -max_coverage 500 -exp_cov auto -

ins_length 500 -min_contig_length 100’’; (ii) Only contigs with

average G+C content less than 0.5 are retained; (iii) repeats are

masked with RepeatMasker; (iv) masked contigs are aligned on the

reference MAC genome with BLAT (version 34); (v) gaps are

realigned locally with Muscle (version 3.7) and a custom Perl script is

used to adjust the ends of the alignment. If the alignment is bound by

TA dinucleotides, the insert in the contig is considered to be an IES.

This pipeline was used to find IESs in the following sets of reads:

1. All the PGM reads after removal of known contaminants

(bacteria, rDNA, mitochondrial DNA).

2. All pairs of reads in which at least one read does not align with

the MAC reference genome, in order to enrich in MIC reads.

3. All PGM reads after removal of reads that correspond to the

potential MAC IES junctions identified by the MIRAA

pipeline.

4. Finally, all PGM reads after removal of reads that correspond

to a MAC junction identified by the MICA pipeline using the

above data sets.

The IES identification pipelines, datasets and overlap between

IESs and potential IES sites are summarized in Figure S1. The

statistics for each of the assemblies are provided in Table S1.

IES conservation
Determination of IESs that are conserved in genes duplicated

by a WGD event involved identification of the position of the IES
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with respect to the beginning of the alignment, either using a

protein alignment of ohnologs, back translated into nucleotide

sequence, or using nucleotide alignment of the 2 genes. In both

cases, the alignments were carried out using Muscle [89] (version

3.7). If the relative positions of the IES is the same within a 2 nt

tolerance, then the IESs are considered to be conserved.

Measurement of protein divergence
A phylogenetic tree was computed by concatenation of the

alignment of 1350 protein families corresponding to quartets of

ohnologs preserved after both the intermediate and recent WGD

events. All gap-containing sites were excluded from the alignment,

which is therefore robust with respect to possible annotation

errors. The tree was constructed using BioNJ [91] with Poisson

correction for multiple substitutions. The average length of the 2

branches between the intermediate and recent WGDs is 0.085

substitutions/site. The average length of the 4 branches between

the recent WGD and the present is 0.0825 substitutions per site.

Assuming a constant substitution rate, we can infer that the time

between the intermediate and recent WGD events and between

the recent WGD and the present are equivalent, although we

cannot date the events since we do not know the substitution rate

in Paramecium.

Availability of data
The MAC reference genome used for this study (strain 51) and

the genome-wide set of IESs are available at http://paramecium.

cgm.cnrs-gif.fr/download/. The IESs have also been integrated

into ParameciumDB BioMart complex query interface and the

ParameciumDB Genome Browser [90]. The short read datasets

have been deposited at the European Nucleotide Archive

(Accession numbers ERA137444 and ERA137420).

Validation by PCR of individual IES or IES insertion sites
Oligonucleotides were designed to flank the IES insertion site at

a distance of 150–200 nt to allow detection of amplification

products with or without an IES. All PCR amplifications were

performed with an Eppendorf personal mastercycler. Standard

PCR amplifications were performed with 1 unit of DyNazyme II

with reagent concentrations according to instructions provided by

Finnzyme (dNTP: 200 mM each, primers: 0.5 mM each) with

50 ng of template DNA. The program used is 2 min at 95uC, 10

cycles of 45 sec at 95uC, 45 sec at annealing temperature, and

1 min at 72uC, 15 cycles of 20 sec at 95uC, 20 sec at annealing

temperature and 1 min at 72uC, followed by a final incubation for

3 min at 72uC. Amplified products were analyzed on 3% Nusieve

(Lonza) in TBE 16. Long and AT-rich PCR amplifications were

performed with 1 unit of Phusion (Finnzymes) using the following

concentrations of reagents (dATP and dTTP: 400 mM each,

dCTP and dGTP: 200 mM each, primers: 0.5 mM each) with

50 ng of template DNA. The program used was 1 min at 98uC, 25

cycles of 10 sec at 98uC, 30 sec at annealing temperature and

5 min at 72uC, followed by a final incubation of 2 min at 72uC.

Amplified products were analyzed on 1% UltraPure agarose

(Invitrogen) in TAE 16. The template DNA for the amplification

reactions was an aliquot of PGM DNA enriched in un-rearranged

sequences, prepared as described above.

Transposon identification
Isolation of inserts from the MIC lambda-phage library [28]

was carried out as previously described [31]. Phage inserts and

long-range PCR products obtained by amplification of total DNA

from vegetative cells were isolated and subjected to Sanger

sequencing as in [34]. The lambda-phage inserts and the cloned

long-range PCR products used to characterize the Sardine and Thon

transposons have been deposited in the EMBL Nucleotide

Sequence Database with accession numbers HE774468–

HE774475.

Several IESs with homology to the PFAM DDE_3 domain were

used to find other IESs sharing nucleotide identity, leading to a set

of 28 IESs that were aligned with Muscle [89] to identify 2 Anchois

transposons. In a second step, the alignment was refined and

manually adjusted in order to reconstruct the AnchoisA and

AnchoisB transposons. These second step alignments were built

using IESs along with some PGM contigs that correspond to

germline-restricted, imprecisely eliminated regions of the genome

containing Anchois copies (Text S1).

Data analysis
Statistical analyses and graphics were performed in the R

environment for statistical computing [92] using standard pack-

ages, as well as the ape package [93] for phylogenetic analysis.

Sequence logos were generated using weblogo software [94].

Supporting Information

Figure S1 IES identification. A. Schematic representation of the

MIRAA pipeline for identification of IES sites by read mapping.

B. Schematic representation of the MICA pipeline for identifica-

tion of IESs by comparison of contigs with the reference genome

assembly. C. PGM DNA datasets which were used with the MICA

pipeline to identify the genome-wide set of IESs. As explained in

Materials and Methods, the 4 datasets are (i) all PGM reads after

filtering known contaminants, (ii) all filtered reads with at least one

member of the pair that does not match the MAC reference

genome, (iii) all filtered reads after removal of the read pairs with a

perfect match to a MAC IES juction identified with the MIRAA

pipeline and (iv) all filtered reads after removal of the read pairs

with a perfect match to a MAC IES junction identified with MICA

and the first 3 datasets. D.Venn diagram showing that 96%

(n = 43,220) of the IESs identified with MICA correspond to IES

insertion sites identified by MIRAA. The MICA pipeline was also

used to identify IESs in the phage-lambda inserts: the sequence

reads were assembled into 3 sets of contigs with Velvet, using 3

different kmer values (kmer = 45, 51 or 55).

(PDF)

Figure S2 Autogamy time-course of P. tetraurelia 51 mt8 submitted

to RNAi against PiggyMac. A. Cells were transferred at day 0 into 4.1

L of freshly induced feeding bacteria producing dsRNA homolo-

gous to a 567-bp region of the PGM gene and incubated at 27uC.

The progression of autogamy was monitored everyday (D1: day 1,

D2: day 2, D3: day 3, D4: day 4) by DAPI staining of cells. V:

vegetative cells, F: cells with fragmented old MAC and no clearly

visible new developing MACs, A: cells harboring two developing

new MACs, C: post-autogamous cells with one new MAC

surrounded with fragments of the old MAC. B. Survival of post-

autogamous progeny. At day 4, 30 autogamous cells were

transferred individually to standard growth medium containing K.

pneumoniae and incubated at 27uC to follow the resumption of

vegetative growth. Survival of the progeny of autogamous cells

obtained in standard (Kp) or in control RNAi medium (ND7) was

also tested. Wt: normally-growing progeny, sick: slowly-growing

cells, often with abnormal swimming behavior.

(PDF)

Figure S3 Purification of IES-enriched genomic DNA from

PGM-silenced cells. Autogamous cells were collected at day 4 and
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genomic DNA was extracted through several cell fractionation

steps. Lys.1 and lys.2: independent samples of cells were lysed

directly in proteinase K buffer; low sp.: DNA extracted from low

speed pellets (6006 g for 1 min followed by washing); suc.: DNA

extracted from nuclear pellets obtained following centrifugation

through a 2.1 M sucrose layer. Each DNA sample was digested by

PstI and the digestion fragments were separated on a 1% agarose

gel. A. Southern blot hybridization with the Gmac probe (shown

as a grey box on the diagram). The position of size markers is

shown on the left. IES2 and IES+ bands were quantified

separately. B. Southern blot hybridization with the K. pneumoniae

23S rDNA probe. Size markers are shown on the right. All rDNA

bands were quantified together. C. Quantification of radioactive

signals from the blots shown in A and B. The fraction of IES+ form

was normalized relative to the sum of IES2 and IES+ signals (black

histograms). Bacterial rDNA was normalized relative to the sum of

IES2 and IES+ signals (grey histograms).

(PDF)

Figure S4 IES distribution on the 8 largest MAC chromosomes.

The 8 largest, telomere-capped scaffolds (,750 Kb to ,980 Kb

in size) were normalized to length 1.0 and some were flipped so

that the highest IES density is to the right. The curves represent

histograms of IES position on each scaffold after Gaussian

smoothing using the R ‘‘density’’ function [92]. IES distribution

was evaluated using a Kolmogorov-Smirnov test of the null

hypothesis that IESs are uniformly distributed on the scaffold. For

the 8 largest scaffolds, the null hypothesis was strongly rejected

(p,1028). The same statistical test was carried out for gene

distribution on these chromosomes, and the null hypothesis was

not rejected, consistent with a uniform distribution of genes on the

chromosomes.

(PDF)

Figure S5 Sardine and Thon Tc1/mariner family transposons.

From top to bottom: 1) Sardine transposon consensus sequence

obtained by alignment of the lambda-phage and PCR copies (the

latter were amplified from total DNA of vegetative cells using

primers located within the Sardine TIRs), showing the presence of

palindromic TIRs and 4 putative ORFs, including a DDE

transposase and a tyrosine recombinase; 2) lambda-phage with

the 51G flank that led to discovery of the Sardine element (the

region of de novo telomere addition at the end of the MAC

chromosome, following developmental breakage of the MIC

chromosome, is indicated); 3) lambda-phage with the S5 copy of

Sardine; 4) lambda-phage with the S6 copy of Sardine, containing an

insertion of a different Tc1/mariner transposon, Thon, which has

the same general organization as the Sardine element; 5) lambda-

phage with the S7 copy of Sardine; 6) lambda-phage with the S8

copy; 7) PCR products (S46 and S103 copies) with nearly intact

ORFs; 8) PCR products (S14 and S106 copies) with nearly intact

ORFs. The sequences of the 5 lambda-phages and 4 PCR

products have been deposited in the EMBL/GenBANK/DDBJ

public nucleotide database with EMBL-Bank accession numbers

HE774468–HE774475.

(PDF)

Figure S6 IES size distribution. The histograms represent A)

IESs inserted in coding sequences. B) IESs inserted in non-coding

sequences. IESs larger than 150 nt are not displayed. The fact that

very similar periodic distributions are observed for IESs in both

coding and intergenic regions is consistent with the hypothesis that

the periodic size constraint is related to the IES excision

mechanism. Indeed, IES retention in the MAC could be

deleterious either by affecting ORFs (IESs in protein coding

sequences) or by affecting regulatory signals (IESs in non-coding

sequences).

(PDF)

Figure S7 IES evolution evaluated with quartet IES groups. A)

schematic representation of the observable quartet IES groups,

arranged from top to bottom according to the number of IESs that

are conserved and from left to right, according to the most recent

period in which the ancestral IES could have been acquired. B)

Schematic representation of the parameters of a statistical model

developed to test hypotheses about IES evolution (cf. Text S1).

The three time periods delimited by the 2 WGD events and the

present time are designated, from the oldest to the most recent, g3,

g2 and g1. The parameters r3, r2 and r1 are the fraction of IESs

that were acquired in each of these time period and the parameters

of the form da,b are the survival rates for an IES acquired in period

ga during the period gb. The equations of the model express the

observable IES counts as a function of these parameters.

(PDF)

Table S1 Assembly statistics.

(PDF)

Table S2 Molecular validation of some predicted IESs and IES

insertion sites.

(PDF)

Table S3 Validation of the genome-wide set of IESs using

previously characterized IESs.

(PDF)

Table S4 IESs with homology to Anchois transposons.

(PDF)

Table S5 Deficit of 3n IESs in coding sequences, for each peak

of the 10 bp periodic size distribution.

(PDF)

Text S1 Transposon sequences. A). The sequences of Sardine,

Thon and Anchois transposons reconstituted from manually adjusted

multiple alignments of the different decayed copies, cloned from

the lambda phage library of MIC DNA (Sardine, Thon) or found in

the PGM DNA assembly (Anchois). The sequences of the Thon

transposon are those of the only known copy, so that ORF

annotation (based on homology with the Sardine element) is

preliminary; the Thon ORF1 sequence apparently contains a

frameshift. Predicted introns have been removed from the ORF

sequences. B) Annotated comparison of AnchoisA and AnchoisB,

showing the position and orientation of the ORFs, with a potential

intron in the DDE transposase ORF. C). Manually adjusted

alignment used to reconstitute the AnchoisA copy. See Text S4 for

the IESs used in the reconstitution. D). Manually adjusted

alignment used to reconstitute the AnchoisB copy. See Text S4

for the IESs used in the reconstitution. E) IESs used to obtain the

final AnchoisA and AnchoisB consensus sequences based on the

manually adjusted alignments in C) and D).

(PDF)

Text S2 Alignment of homologous IESs inserted at non-

homologous genomic sites. The IESs of each cluster of

homologous IESs (cf. Table 3 and its legend) and 200 bp of 39

and 59 flanking sequences were aligned using Muscle [89]. The

IESs are in uppercase type and the flanking sequences are in

lowercase type. For cluster5, consisting of IESs homologous to a

solo TIR of the Thon transposon, the consensus sequence and the

Thon TIR are included in the alignment and the palindromic

repeats are highlighted.

(PDF)
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Text S3 PCR approach to validate IESs with homology to Thon

solo TIRs.

(PDF)

Text S4 A maximum likelihood framework for testing hypoth-

eses about IES evolution.

(PDF)
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V.1.2 ParTIES, Paramecium Toolbox for Interspersed DNA Elimination Studies

L’article précédent décrit notamment deux méthodes pour l’identification des IES :
MIRAA (pour Method of Identification by Read Alignment Anomalies) qui détecte les

sites d’insertion et MICA (pour Method of Identification by Comparison of Assemblies) qui
utilise plusieurs stratagèmes d’assemblage pour déterminer la séquence insérée (Arnaiz
et al. 2012). Dans le cadre de sa thèse, Cyril Denby Wilkes a développé deux autres mé-
thodes : MIRET (pour Method of Ies RETention) pour mesurer le taux de réarrangement
des IES et MILORD (pour Method of Identification and Localization of Rare Deletion) qui dé-
tecte les rares erreurs d’excision d’IES (voir section III.3.2.1 p.71). Avec Cyril, nous avons
décidé d’intégrer ces 4 programmes dans une suite logicielle appelée ParTIES (pour Pa-
ramecium Toolbox for Interspersed DNA Elimination Studies) et de la rendre disponible à la
communauté (https://github.com/oarnaiz/ParTIES). La Figure V.3 (p128) sché-
matise les 4 modules de ParTIES.

La Figure V.1 (p106) décrit le protocole d’extraction d’ADN de cellules dans un milieu
conduisant à l’inactivation d’un gène cible, pendant le cycle sexuel. L’ADN d’intérêt est
contenu dans les ébauches en développement. Or, il faut garder en tête que malgré un
enrichissement (ou un tri, voir section V.2 p.135) des ébauches à ∼75n au moment de
l’extraction d’ADN, un certain niveau de contamination par les fragments MAC (800n)
est probablement inévitable. Donc, l’échantillon d’ADN analysé avec ParTIES contient des
molécules d’origine nucléaire et de séquence différentes : des molécules non réarrangées
provenant des ébauches et des molécules réarrangées du cycle sexuel précédent provenant
des fragments MAC.

MIRAA Au niveau d’un site d’insertion, MIRAA va détecter un excès local d’arrêt d’ali-
gnements des lectures de séquençage. En effet, les lectures contenant une partie de l’IES
vont pouvoir s’aligner sur la séquence génomique MAC flanquante, mais s’arrêteront aux
abords du TA bornant les IES (jonction MAC) (voir section III.3.2.1 p.68). Sur la Figure
V.3 (p128), cette population de lectures (numéro "4") est baptisée "lecture IES+".

MICA MIRAA ne donne que la localisation de l’IES sur le MAC. Pour accéder à la sé-
quence de l’IES, MICA réalise plusieurs assemblages avec Velvet (Zerbino and Birney
2008) en utilisant différents jeux de lectures : (i) l’ensemble des lectures (1,2,3,4) (ii) l’en-
semble des lectures, en soustrayant les lectures traversant parfaitement la jonction MAC
(numéro "3" sur la figure) et provenant probablement des fragments parentaux contami-
nants. Cette filtration a pour but d’aider l’assembleur en limitant les contradictions entre
séquences (1,2,4) (iii) uniquement les lectures susceptibles de contenir une partie de la
séquence IES (1,4) (voir Figure V.3 p128). Finalement, par comparaison entre les contigs
générés (voir section I.3.3 p.26), contenant en principe la séquence insérée, et le génome
de référence (MAC), la séquence de l’IES est déduite.

https://github.com/oarnaiz/ParTIES
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Figure V.3 – Les fonctionnalités de ParTIES

Les 4 modules de ParTIES : MIRAA, MICA, MIRET et MILORD. Cette figure est commentée dans
le texte.
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MIRET Dans un contexte sauvage, l’excision des IES est reproductible et efficace mais,
comme tout processus biologique, elle reste faillible. Le module MIRET calcule le taux
d’excision des IES du génome à partir de données de séquençage. A chaque borne d’IES,
l’analyse des alignements permet de compter le nombre de lectures traversant la jonction
MAC (lectures IES- ou numéro 3 sur la Figure V.3) et le nombre de lectures contenant une
partie de l’IES (lectures IES+ ou numéro 4) (voir Figure V.3 p128). Le score de rétention
d’une IES (IRS pour IES Retention Score) est calculé en divisant le nombre de lectures IES+
par le nombre de lectures IES+ ou IES-. Un IRS à 0 traduit une excision parfaite et un IRS
de 1 une rétention absolue de l’IES. La faible imperfection du système d’excision, dont je
parlais précédemment, est visible sur la Figure V.4A (p130), où toutes les IES n’ont pas
un IRS exactement de 0 dans un contexte sauvage. Comme nous l’avons vu plus haut,
l’ADN des ébauches est contaminé par de l’ADN provenant des fragments de l’ancien
MAC (voir section III.2.3.2 p.61 et la Figure V.1 p106). C’est pourquoi, et même si Pgm
est requis pour l’excision de toutes les IES, l’IRS de l’ADN "PGM" n’est pas de 1 (voir
Figure V.4B p130). Pour chaque expérience, le niveau de contamination peut varier, et
plus l’ADN des ébauches sera contaminé par l’ADN des fragments MAC, plus le IRS se
rapprochera de 0. Par ailleurs, il s’avère que la déplétion de certains facteurs n’affecte pas
l’ensemble des IES (voir section III.3.2.3 p.75). A titre d’exemple, la Figure V.4C (p130)
montre la distribution des IRS MIRET dans un contexte où le gène EZL1 a été inactivé.
L’aspect bimodal de l’histogramme révèle la présence d’une classe d’IES insensible (∼1/3
des IES avec un IRS proche de 0) à l’inactivation d’EZL1 (Lhuillier-Akakpo et al. 2014).
MIRET est devenu un outil classique pour analyser l’impact fonctionnel d’un facteur sur
les réarrangements programmés des IES.

MILORD La dernière méthode, appelée MILORD, recherche les rares erreurs d’excision
(voir Figure V.3 p128). Elle est basée sur la même idée de recherche de TA-indels avec des
lectures Sanger (Duret et al. 2008) (voir section III.3.2.1 p.71). MILORD va révéler des
événements rares de réarrangements à partir de lectures courtes Illumina. MILORD détecte
les lectures partiellement alignées sur le génome et tente de repositionner à un autre locus
génomique la partie non alignée pour inventorier tous les événements de recombinaison
chromosomique. La grande profondeur de séquençage des NGS rend l’analyse beaucoup
plus sensible qu’avec les lectures Sanger.

Ma contribution à cette étude : Pendant sa thèse Cyril Denby Wilkes a développé les
logiciels MIRET et MILORD. J’ai encapsulé les 4 modules (MIRAA, MICA, MIRET et
MILORD) au sein d’un même programme : ParTIES. J’ai adapté les codes pour rendre les
calculs compatibles avec une exécution parallélisée par plusieurs processeurs. J’ai déposé
le code sur GitHub. La genèse et l’analyse des données simulées ont été faites par Cyril
Denby Wilkes. J’ai participé à la préparation de l’article.
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Figure V.4 – Scores de retention d’IES

Score de retention d’IES (IRS) dans un contexte sauvage (A), dans un contexte PGM déplété (B) et
dans une contexte EZL1 déplété (C).
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Abstract

Motivation: Developmental DNA elimination occurs in a wide variety of multicellular organisms,

but ciliates are the only single-celled eukaryotes in which this phenomenon has been reported.

Despite considerable interest in ciliates as models for DNA elimination, no standard methods for

identification and characterization of the eliminated sequences are currently available.

Results: We present the Paramecium Toolbox for Interspersed DNA Elimination Studies (ParTIES), de-

signed for Paramecium species, that (i) identifies eliminated sequences, (ii) measures their presence in

a sequencing sample and (iii) detects rare elimination polymorphisms.

Availability and implementation: ParTIES is multi-threaded Perl software available at https://

github.com/oarnaiz/ParTIES. ParTIES is distributed under the GNU General Public Licence v3.

Contact: linda.sperling@i2bc.paris-saclay.fr

Supplementary information: Supplementary data are available at Bioinformatics online.

1 Introduction

Programmed DNA elimination during somatic development is widely

distributed in animal species. First discovered by Boveri in ascaris

worms in the 19th century, the phenomenon has to date been

characterized in multiple species of nematodes, insects, arachnids,

crustaceans, lampreys, fish, birds and mammals, and can involve the

programmed reduction of up to 85% of the genome (review: Wang

and Davis, 2014). Ciliates, the only unicells that undergo somatic

DNA elimination, resemble animals in that they make a germ/soma

distinction. One or more diploid germ line nuclei and a polyploid som-

atic nucleus coexist in a unique cytoplasm. Only the somatic nucleus is

transcriptionally active during vegetative growth. As in metazoans,

somatic DNA elimination in ciliates can silence transposable elements

and cellular genes (Chen et al., 2014), regulate gene dosage (Nowacki

et al., 2010) and determine mating type (Cervantes et al., 2013; Singh

et al., 2014).

Among ciliates, Paramecium is an outstanding model to study

DNA elimination. Sexual processes are readily controlled under labora-

tory conditions and a third of the germ line genome is lost through two

types of reproducible, programmed deletions: (i) repeated sequences

are heterogeneously eliminated leading to chromosome fragmentation;

(ii) single copy elements, called Internal Eliminated Sequences (IESs),

are precisely excised. Somatic DNA is also endoreplicated to reach �
800 haploid copies. As the 45 000 IESs in the Paramecium tetraurelia

genome interrupt non-coding and coding sequences (Arnaiz et al.,

2012), their elimination is essential to reconstitute open reading frames

(ORFs). Both types of DNA elimination depend on a piggyBac domes-

ticated transposase (named PiggyMac) (Baudry et al., 2009), which

may be guided by short-RNA driven epigenetic signals (Lepère et al.,

2008, 2009).

Cost decrease in High Throughput Sequencing (HTS) is allowing

researchers to produce massive genome-wide data to study DNA elim-

ination, but specific bioinformatic methods are still lacking. Here we

describe ParTIES: Paramecium Toolbox for IES Interspersed DNA

Elimination studies. With Illumina DNA-Seq paired-end reads and a

somatic reference genome as input, ParTIES performs IES identifica-

tion, quantitates their presence in the sample and detects rare excision

polymorphisms. Benchmarks are provided in Supplementary Materials.

VC The Author 2015. Published by Oxford University Press. All rights reserved. For Permissions, please e-mail: journals.permissions@oup.com 599
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2 Description

Given an input somatic reference genome and any Illumina DNA-

Seq sample, be it from germ line or from somatic DNA, ParTIES

provides 3 complementary methods which can be run consecutively

or independently (Fig. 1).

2.1 Insertion identification
IES identification is important not only for mechanistic studies of DNA

elimination, but also to investigate IES origin and evolution across

Paramecium species. IES identification is a 2-step process. First, an ex-

haustive list of potential insertion sites is compiled by Method

of Identification by Alignment Anomalies (MIRAA). Second, Method

of Identification by Comparison of Assemblies (MICA) determines the

insertion sequences and their positions. MIRAA uses read mapping to

detect an excess of read ends at a given site. Partially mapped reads are

presumed to contain additional sequence. Reads that perfectly match

the somatic reference at these sites are discarded. The filtered reads are

assembled with Velvet (Zerbino and Birney, 2008) to produce contigs

potentially containing IESs. MICA carries out global comparison of the

contigs and the somatic reference, followed by local realignment to de-

fine inserted segments precisely. Optionally for Paramecium, the local

alignments can be further adjusted to ensure that the ends of the in-

serted segments conform to the PiggyMac cleavage requirements,

namely that insertions be bounded by TA dinucleotides. The IES identi-

fication output is a standard GFF3 file.

The above procedure may be simplified if the user already has

an assembly containing insertions (such as a germ line reference

genome) or if Velvet is not suitable for the available sequencing

data, which the user can optionally assemble with a preferred

protocol.

2.2 Excision characterization
2.2.1 IES retention

Many experiments are designed to see whether IESs are excised or

retained in the somatic genome after experimental depletion of a

factor potentially involved in DNA elimination. The Method of IES

Retention (MIRET) module was designed to quantitate the presence

of each IES in the genome given a DNA-Seq sample. MIRET uses

alignment of the sample reads on the somatic reference to count

reads that cross the IES excision junction, designated IES- reads.

MIRET uses alignment of the reads on an IES-containing reference

to count reads crossing the junction between an IES and its flanking

sequence, designated IESþ reads. MIRET then calculates a ‘bound-

ary score’, defined as the ratio of IESþ reads over the sum of IES-

and IESþ reads for that boundary. MIRET can also calculate an ‘IES

retention score’ that uses the same counts as the boundary score,

with the additional restriction that a read that crosses both ends of

an IES is counted only once in the IES retention score calculation.

Determination of the statistical significance of a retention score

requires a control sample, provided by sequencing the somatic DNA

of untreated cells. Comparison of retention scores of the experimen-

tal and control samples is performed to test the null hypothesis that

a given IES has the same retention score in both samples. The statis-

tical tests are provided by the R environment and take into account

read depth (cf. Sup Mat for details).

2.2.2 Rare deletion events

The IES excision machinery is error-prone and sometimes deletes a

segment of somatic DNA or uses an alternative boundary during

elimination of a bona fide IES (Duret et al., 2008). In order to cata-

logue these events and evaluate their frequency, we developed the

Method of Identification and Localization of Rare Deletions

(MILORD) module. MILORD looks for a deletion in a read com-

pared to a reference genome. It identifies partially mapped reads and

then tries to realign the unmapped part of the read. If a coherent

unique alignment is found, a deletion segment is recorded.

3 Discussion

We benchmarked ParTIES using real and simulated data with the P.

tetraurelia 72 Mb somatic reference genome (Aury et al., 2006) and

IES reference set (Arnaiz et al., 2012). The results are presented in

Supplementary Materials, and can be used to plan optimal, cost-ef-

fective sequencing experiments. We found the minimal requirement

for high sensitivity and specificity IES identification and excision

quantification is 35� sequencing of a short-insert library of 75 nt

paired-end reads, provided the sequencing sample contains at least

25% germ line DNA.

The ParTIES package is expected to set the standard for quanti-

tative analysis of Paramecium genomes and DNA elimination.
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Fig. 1. ParTIES toolbox. Somatic and germ line genomes are evoked by solid

black lines with exons (grey boxes) and IES (red box). The dark blue regions

represent alignment of Illumina short reads on reference somatic (upper) and

germ line (lower) genomes. Arrows in the insets represent mapped reads.

MIRAA identifies breakpoints based on excess read coverage and MICA iden-

tifies insertions by comparing contigs, assembled from the input reads, to the

reference somatic genome; together they output a list of IESs found in a sam-

ple. MIRET uses alignments of the short reads to measure IES retention in a

sample while MILORD looks for rare deletions in the reads indicative of exci-

sion polymorphism
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V.2 Annotation des éléments transposables

Pour mieux comprendre les mécanismes impliqués pendant les réarrangements pro-
grammés de la paramécie et plus particulièrement l’élimination spécifique de cer-

taines séquences, il est nécessaire d’avoir la séquence et l’annotation du génome soma-
tique macronucléaire et du génome germinal micronucléaire (voir section III.3.2 p.68). Le
génome MAC et l’annotation des gènes sont disponibles depuis 2006 (Aury et al. 2006,
Arnaiz et al. 2017). En revanche, obtenir de l’ADN MIC non contaminé (par de l’ADN
MAC ou de l’ADN bactérien) était très difficile, voir impossible avec des techniques clas-
siques de fractionnement cellulaire. En effet, l’ADN germinal ne représente que 0.5% de
l’ADN cellulaire. Avec une ploïdie de 800n (contre 2n pour le MIC), la moindre conta-
mination par un noyau MAC est dramatique. En 2012, un artifice génétique consistant
à dépléter un gène (PGM) nécessaire aux réarrangements, nous a permis d’obtenir un
aperçu du génome non réarrangé. A partir du séquençage de cet ADN PGM, 45 000 IES et
3 types d’ET à ADN (classe 2 de la famille Tc1/Mariner) ont été identifiés (Arnaiz et al.
2012) (voir section II.2.1.2 p.44).

L’étude qui va suivre tire profit de la technique de tri cellulaire par cytométrie de
flux (FACS pour Fluorescence Activated Cell Sorting) pour sélectionner des types de noyaux
spécifiques (MIC ou ébauche en développement) dans un mélange nucléaire complexe
(Guérin et al. 2017). Après le tri des noyaux, l’ADN est séquencé sur une plateforme
Illumina. Afin de démontrer le bénéfice de la procédure, des ébauches en développement
de cellules déplétées en PGM sont triées. Comme attendu, la pureté de l’échantillon est
améliorée par rapport à des techniques de purification nucléaire par gradient de densité
Percoll utilisées dans (Arnaiz et al. 2012). Par ailleurs, Lhuillier-Akakpo et al. (2016)
ont montré, qu’un transgène de l’histone H3 centromérique (CenH3 voir section I.2.1 p.7)
fusionné à la GFP marque spécifiquement les micronoyaux. Un tri FACS d’objets basé sur
ce signal GFP, la taille des objets, la granularité et le marquage DAPI de l’ADN a permis
d’isoler un échantillon contenant environ 500 000 MIC pur à 97%. L’utilisation de ParTIES
(Denby Wilkes et al. 2016) sur les données de séquençage de cet échantillon a confirmé
la présence de 45 000 IES dans le génome MIC de Paramecium tetraurelia et que l’ensemble
de ces IES requiert PGM pour leur excision (Arnaiz et al. 2012).

L’assemblage des lectures de l’échantillon MIC a également corroboré l’estimation de
la complexité du génome MIC à ∼100Mb (Arnaiz et al. 2012). Malheureusement avec
une seule banque de lectures courtes pairées, l’assemblage ne pouvait être que fragmenté
par rapport au génome MAC. Pourtant, ce premier assemblage MIC de paramécie a ap-
porté des informations intéressantes. A l’aide d’approches par homologie (voir section
II.2.2.1 p.48), 61 nouveaux ET ont été caractérisés dont les premiers rétrotransposons (RT)
de paramécie. Grâce à cette annotation plus exhaustive d’ET, nous avons estimé que près
de 10% de la partie du génome MIC éliminée correspondent à des ET et 5% à des satellites
(voir section III.3.2.2 p.74).

L’assemblage MIC a apporté un autre élément inattendu. Par une analyse de couver-
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ture de séquençage de l’assemblage MIC, nous avons remarqué que l’ADN MIC n’est pas
tout à fait équivalent à l’ADN PGM. En effet, environ 3Mb, constituées principalement
de satellites, sont absents de l’ADN d’ébauches de cellules déplétées pour PGM. Cette
observation nous conforte dans l’idée que l’ADN d’un échantillon de noyaux MIC triés,
plus compliqué à obtenir, est plus complet qu’un ADN PGM.

Ma contribution à cette étude : Mon implication a porté sur des analyses bioinforma-
tiques. J’ai réalisé l’assemblage MIC utilisé dans cette étude. J’ai annoté les IES et les répé-
titions en tandem. Durant sa thèse, Cyril Denby Wilkes a mis en évidence l’existence de
régions du MIC pouvant s’exciser indépendamment de l’activité de Pgm. J’ai formalisé et
réalisé l’analyse de couverture différentielle avec des données biologiques de séquençage
et avec des données simulées.
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Abstract

Background: DNA elimination is developmentally programmed in a wide variety of eukaryotes, including unicellular
ciliates, and leads to the generation of distinct germline and somatic genomes. The ciliate Paramecium tetraurelia
harbors two types of nuclei with different functions and genome structures. The transcriptionally inactive micronucleus
contains the complete germline genome, while the somatic macronucleus contains a reduced genome streamlined for
gene expression. During development of the somatic macronucleus, the germline genome undergoes massive and
reproducible DNA elimination events. Availability of both the somatic and germline genomes is essential to examine
the genome changes that occur during programmed DNA elimination and ultimately decipher the mechanisms
underlying the specific removal of germline-limited sequences.

Results: We developed a novel experimental approach that uses flow cell imaging and flow cytometry to sort
subpopulations of nuclei to high purity. We sorted vegetative micronuclei and macronuclei during development
of P. tetraurelia. We validated the method by flow cell imaging and by high throughput DNA sequencing. Our
work establishes the proof of principle that developing somatic macronuclei can be sorted from a complex biological
sample to high purity based on their size, shape and DNA content. This method enabled us to sequence, for the first
time, the germline DNA from pure micronuclei and to identify novel transposable elements. Sequencing the germline
DNA confirms that the Pgm domesticated transposase is required for the excision of all ~45,000 Internal Eliminated
Sequences. Comparison of the germline DNA and unrearranged DNA obtained from PGM-silenced cells reveals that
the latter does not provide a faithful representation of the germline genome.

Conclusions: We developed a flow cytometry-based method to purify P. tetraurelia nuclei to high purity and provided
quality control with flow cell imaging and high throughput DNA sequencing. We identified 61 germline transposable
elements including the first Paramecium retrotransposons. This approach paves the way to sequence the germline
genomes of P. aurelia sibling species for future comparative genomic studies.
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Background
Major genome changes can occur during somatic differ-
entiation. In diverse organisms, programmed DNA elim-
ination leads to the removal of specific-germline DNA
sequences during development of somatic cells and thus
generates germline and somatic genomes with distinct
architectures. This process has been described in a wide
variety of animals and in ciliates, suggesting that it has
likely arisen independently in different lineages [1].
Ciliates are unicellular eukaryotes with separate germline
and somatic nuclei. In the ciliate Paramecium tetraurelia,
two small, genetically identical diploid micronuclei (MIC,
2n, ~ 3 μm) contain the germline genome that is transmit-
ted to sexual progeny after meiosis. A large, transcription-
ally active somatic macronucleus (MAC, 800n, ~ 30 μm)
contains a reduced genome streamlined for gene expres-
sion. At each sexual cycle, the parental MAC is lost, while
new MICs and MACs, destined for the progeny, develop
from a copy of the diploid zygotic nucleus. In the new
developing MAC, the germline genome is endoreplicated
to reach its final ploidy of ~ 800n and undergoes massive
programmed DNA elimination (for review [2]) (Fig. 1).
Large DNA regions containing transposable elements and
other repeated sequences are eliminated, leading to
chromosome breakage and de novo telomere addition. In
addition, ~ 45,000 short, unique, Internal Eliminated
Sequences (IESs) are precisely excised. At least 25% of the
~ 100 Mb MIC genome is removed [3]. The distinctive
genome architectures of ciliates make them attractive
model systems to study the complex mechanisms
underlying programmed DNA elimination. Meiosis-
specific small RNA and chromatin modification path-
ways, similar to those found in plants and animals for
the formation of heterochromatin and silencing of
repeated sequences, are involved in the epigenetic
programming of DNA elimination [4, 5].

Comprehensive description of genome changes that
occur during programmed DNA elimination requires
comparison of the germline and the somatic genomes.
While the rearranged somatic MAC genome was
sequenced and assembled 10 years ago allowing gene
annotation [6], technical difficulties in obtaining pure
MIC DNA (0.5% of total genomic DNA) have long been
a major obstacle to sequencing the germline genome of
P. tetraurelia. Pioneering work used Percoll gradient
centrifugation to separate MICs from MACs [7]. Despite
high bacterial contamination of the resultant MIC DNA
[3], this led to the discovery of germline-limited
sequences [7, 8]. More recently, DNA enriched in un-
rearranged germline-like sequences was obtained from
cells RNAi-depleted of PiggyMac (Pgm), the domesti-
cated transposase required for developmental genome
rearrangements [9]. Deep-sequencing of this DNA
(PGM DNA) enabled genome wide-characterization of
45,000 IESs in P. tetraurelia [3]. However, how faithfully
PGM DNA mimics the true germline genome found in
the MIC remains an open question.
We report here a new and reliable method to purify

MICs involving a critical step of flow cytometry. The
method also allows isolation of developing MACs.
Complete separation of nuclei was validated by flow cell
imaging and by high throughput DNA sequencing. We
show that PGM DNA is in fact not equivalent to MIC
DNA. Contigs assembled from the MIC DNA allowed dis-
covery of new P. tetraurelia transposable element families.

Results and Discussion
Purification of new developing MACs
Before tackling the purification of the tiny MICs, we
decided to purify new developing MACs from cells under-
going the sexual process of autogamy (self-fertilization)
(Fig. 1). At each sexual cycle, the parental MAC

Fig. 1 Nuclear dimorphism and programmed DNA elimination in Paramecium tetraurelia. Left panel. Each cell contains two distinct types of nuclei: two
diploid germline micronuclei (MIC, 2n) and one highly polyploid somatic macronucleus (MAC, 800n). Both nuclei develop from copies of the zygotic
nucleus after fertilization. Right panel. Massive and reproducible elimination of germline DNA occurs during macronuclear development. Imprecise
elimination of germline DNA containing repetitive sequences such as minisatellites (hatched rectangle) and transposable elements (double-headed
arrow) is associated with the fragmentation of germline chromosomes into shorter macronuclear molecules healed by de novo telomere addition
(black rectangles). In addition, 45,000 short, non-coding Internal Eliminated Sequences (IESs) (red rectangles) scattered throughout the germline genome
are precisely excised from coding and intergenic sequences, restoring open reading frames and allowing gene expression

Guérin et al. BMC Genomics  (2017) 18:327 Page 2 of 17
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disintegrates into about 30 small pieces that persist in
the cytoplasm, while new MICs and MACs, destined
for the progeny, develop from a copy of the diploid zyg-
otic nucleus. Thus, new developing MACs coexist with
the two MICs and about 30 small fragments of the
maternal MAC (Fig. 2a). We used a published proced-
ure to fractionate the nuclei of Pgm-depleted cells [3]
(Fig. 2b). Briefly, nuclei from lysed cells were separated
from contaminating organelles and cell debris on a
sucrose cushion. The nuclear fraction, containing a
mixture of different types of nuclei, was then submitted
to flow cytometry (Additional file 1: Figure S1).
A fully developed MAC has a ploidy of 800n [10].

Therefore, new MACs at an advanced developmental
stage emit a more intense DAPI (DNA staining) signal
than the other nuclei present in the cell at the same
stage (MICs and fragments of the maternal MAC). They
are also considerably larger than the other nuclei, to
accommodate this large amount of chromatin, and are
spherical in shape (Fig. 2a). Taking advantage of these
characteristics, we FACS-sorted new MACs (~15 μm)
according to size (Forward-scattered light, FSC), granu-
larity (Side-scattered light, SSC), pulse width and DAPI
signal (Fig. 2c). Purity was measured by flow cell imaging
before and after sorting. The developing MAC fraction,
that represented 54% of the total nuclear sample before
sorting, was enriched to 98% after sorting (Fig. 2d-e).
Thus, the sorting procedure conferred considerable im-
provement over the pre-existing protocol.
To further validate the sorting procedure, we

performed high throughput Illumina sequencing of
DNA extracted from 266,000 sorted developing MACs
(“sorted PGM DNA”) (Additional file 2: Table S1). To
identify the IESs in a sequencing sample, we used our
previously published pipeline [11]. A total of 44,947 IESs
was identified in the sorted PGM DNA, compared to
44,928 IESs in unsorted PGM DNA [3]. The fact that
97% (n = 43,839) of the IESs identified in the sorted
PGM DNA correspond to the same IESs identified in
unsorted PGM DNA testifies to the reliability of our
procedure. The 3% difference lies within the estimated
error rate of the method [3, 11].
We then quantified the enrichment of our samples in

un-rearranged sequences, by calculating a retention
score for each of the 44,928 IES sequences present in
the previously published P. tetraurelia IES reference set
[3]. Retention score values range from 0 for no IES
retention to 1 for complete IES retention, when the IES
is retained in all sequenced copies of the genomic locus
in question. As expected (Fig. 2f ), retention score distri-
bution in the rearranged MAC DNA control sample is
close to 0 (mean 0.005), whereas a Gaussian distribution
is observed for the unsorted non-rearranged PGM DNA,
with a mean retention score of 0.69. Even if the Pgm

endonuclease is required for all IES excision events, the
mean retention score of this sample can never reach 1,
because the un-rearranged DNA from the developing
new MACs is present in the unsorted sample alongside
rearranged DNA from the fragments of the maternal
MAC. By contrast, the sorted PGM DNA gave a Gaussian
distribution with a mean retention score of 0.82. This
higher retention score, obtained from the same starting
material, reflects greater enrichment in un-rearranged
DNA, and thus in developing nuclei, providing further
validation for the superiority of the sorting procedure over
the existing protocol. In conclusion, this experiment
establishes the proof of principle that nuclei can be sorted
from a complex biological sample to high purity based on
their size, shape and DNA content.

Purification of MICs from vegetative cells
We used a similar strategy to sort the small germline
MICs from vegetative cells (Fig. 3 and Additional file 1:
Figure S1). The available MIC isolation method, that
relies on Percoll density gradient centrifugation [7], does
not provide a MIC fraction sufficiently pure for exclusive
MIC genome sequencing, owing to contamination from i)
the MAC DNA (800n vs 2n in MIC), and ii) bacteria, on
which Paramecium cells feed. MIC isolation has been
achieved in other ciliates [12–14] but the same methods
were not successful in Paramecium. We hypothesized that
the contamination issues can be solved by the use of a
specific fluorophore that is unambiguously and exclusively
associated with the MICs. We previously generated trans-
genic Paramecium cells that constitutively express a MIC-
localized version of the Green Fluorescent Protein (GFP)
fused to centromeric histone H3 (CenH3a) [15]. Trans-
genic CENH3a-GFP cells have green fluorescent MICs,
but neither the MAC nor the bacteria are GFP positive
(Fig. 3a). We used the same fractionation scheme as the
one previously published, with some improvements, to
enrich for MICs [7] (Fig. 3b), and submitted the sample to
flow cytometry. MICs were sorted based on the SSC, FSC,
DAPI (DNA staining) and GFP signals (Fig. 3c-d). The
procedure was optimized by flow cell imaging to define
the population of interest and refine the sorting parame-
ters (Additional file 1: Figure S1). We obtained 528,000
MICs from 3 million cells.
As previously, purity before and after sorting was mea-

sured by flow cell imaging. The MICs represented only 3%
of the total sample before sorting and 97% after sorting
(Fig. 3e-f). Thus, the sorting procedure is indispensable
for effective MIC purification. We performed high
throughput Illumina sequencing of the DNA extracted
from sorted MICs (528,000 sorted MICs; 60 ng) and from
the MIC-enriched sample before sorting. As expected, the
bacterial DNA contamination greatly diminished after
sorting (8.2% of known contaminants before and 0.2% of
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known contaminants after sorting) (Additional file 2:
Table S1). We identified 44,851 IESs in the sorted sample,
but only 5,192 IESs in the unsorted nuclear fraction.
Calculation of mean IES retention scores indicated that
enrichment in MIC-limited sequences increased from
0.04 in MIC DNA to 0.38 in sorted MIC DNA (Fig. 3g).
The fact that 97% MIC purity only led to approximately
40% MIC DNA is explained by the much higher DNA
content of the 3% MAC-derived contaminating fraction.
We conclude that flow cytometry sorting is necessary to
directly sequence all IESs in unperturbed cells. The fact
that 97% (n = 43,741) of the IESs identified in the sorted
MIC DNA correspond to the same IESs identified in the
sorted PGM DNA confirms that the genome-wide set of
IESs in PGM DNA reflects the complete set of MIC IESs
(Additional file 1: Figure S2). These data demonstrate that
the Pgm domesticated transposase is required for the
excision of all IESs.

A first glimpse of the germline genome reveals new
transposable elements
The sequence complexity of the MIC assembly is pre-
sented in Table 1. Coverage by MAC reads was used to
define MAC-destined as opposed to MIC-limited com-
partments. The 98 Mb assembly consists of 74 Mb
(~75%) of MAC-destined sequences and 24 Mb (~25%)
of MIC-limited sequences, consistent with the size of
the MAC reference genome assembly (72 Mb, [6]). It is
important to realize that the MIC assembly we have
obtained is highly fragmented (N50 = 37 kb; half of the
assembly is in contigs smaller than 37 kb). The most
fragmented part of the assembly is the MIC-limited
compartment (N50 = 13 kb; half of the MIC-limited
sequence is in contigs smaller than 13 kb). With such an
assembly, it is possible to annotate germline-limited
elements such as IESs and transposable elements (TEs),
but not to analyze long-range features such as chromo-
some structure. For that, additional information, e.g. from
mate-pair libraries or third generation long read sequen-
cing, is necessary to handle repeats and build scaffolds.
The MIC assembly consists of all of the contigs

assembled using Velvet as launched by ParTIES [11]
(Additional file 2: Table S2). The MIC-limited and the

MAC-destined parts of the assembly are defined as a
function of MAC read depth, using the 3 MAC datasets
described in (Additional file 2: Table S1). Any nucleo-
tide with a MAC read depth <20× is considered MIC-
limited, else the nucleotide is MAC-destined. N50
means that half an assembly is contained in contigs
larger than the N50 value. The MIC-limited part of the
assembly is thus much more fragmented than the
MAC-destined part. The number of nucleotides
covered by Internal Eliminated Sequences (IES), Trans-
posable Elements (TE) and Tandem Repeats (TR) are
given. MIC-limited sequences contain almost all IESs
and TEs, 95.8% and 92% respectively. The majority
(65%) of TR are found in the MIC-limited sequences,
however 35%, reflecting WD40, TPR and other repeats,
are found in the MAC-destined compartment.
The MIC contigs were used to identify TEs, starting

from three previously identified Paramecium DNA
transposons [3, 16] and a partial reverse transcriptase
(RT) consensus (see Methods). tblastn searches using
the DDE transposases or RT as queries identified a
number of distinct elements, and potentially functional
consensus sequences were reconstructed in most cases
from the alignment of 10–20 copies (full range 4–48).
The majority of TEs (n = 38) are Class I non-LTR retrotran-
sposons, while 13 belong to the IS630-Tc1-mariner (ITm)
super-family of Class II DNA transposons. The remaining
consensus sequences are putative non-autonomous Class I
SINE or solo-ORF1 elements. Characterization of the ele-
ments is provided (Additional file 3: Table S3 and Table S4).
This analysis significantly augments knowledge of TE in the
Paramecium germline and presents the first Paramecium
Class I elements.
The non-LTR retrotransposons all have an ORF2 that

contains both apurinic/apyrimidinic endonuclease (APE)
and reverse transcriptase (RT) domains, like most known
groups of non-LTR retrotransposons [17, 18]. They fall in 5
groups, the first 3 of which also contain an upstream ORF1
(Fig. 4). A phylogeny was built using an alignment of the
Paramecium RT domains with those of elements belonging
to 11 previously characterized major clades [18] (Fig. 4,
Additional file 1: Figure S3, Additional file 2: Table S5). The
Paramecium retrotransposons, along with elements from

(See figure on previous page.)
Fig. 2 Purification of new developing MACs from Paramecium tetraurelia by flow cytometry and validation by flow cell imaging and high throughout
DNA sequencing. a. DAPI staining of a cell upon PGM RNAi at a late developmental stage of the sexual process of autogamy (self-fertilization) is shown
on the picture: the two large new developing MACs (dotted circle) and the small fragments of the maternal MAC are detected. The scale bar is 10
microns. b. Following gentle lysis and cell fractionation, the nuclei preparation is submitted to flow cytometry after staining with DAPI. c. Multi-gating
flow cytometry strategy used for sorting. Sorting is based on size, granularity and DAPI staining signal of the new developing MACs. An
empiric iterative procedure coupled with flow imaging allowed discrimination between developing MACs and fragments, identification of
the population of interest, and optimization of the sorting strategy. d - e. The Amnis ImageStreamX imaging flow cytometer is used for
quality control. Distribution of DAPI intensity is shown for each event in the sample before (d) and after sorting (e), respectively. Representative images
are displayed in BF (bright field) and DAPI. Objective ×60. f. Validation of the sorting strategy by high-throughput DNA sequencing. Histograms of IES
retention scores are shown for control (no RNAi), PGM RNAi (no sorting) and PGM RNAi after sorting (flow cytometry)
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the ciliate Tetrahymena thermophila [19], emerge as a
distinct new clade in the tree, with good branch support.
The consensus sequences of the first 3 groups, which con-
tain an ORF1, suggest that ORF2 translation depends on
+1 ribosomal frameshifting or translation re-initiation
(Groups 1 and 2), or on translational read-through of the
ORF1 stop codon (Group 3). Like other non-LTR retrotran-
sposons [20, 21], these elements contain short stretches of
variable tri-, tetra-, or penta-nucleotide repeats at their 3′
ends (Additional file 3: Table S3). Seven elements (solo
ORF1s A-G) appear to contain only an ORF1, ending with
a zinc finger similar to that found at the C-terminal end of
ORF1 in Groups 1–3, and are likely mobilized in trans by
proteins encoded by other elements; a (TAAA) n repeat
was found at the end of the element in 3 cases.
The 13 DNA transposons, all of the ITm superfamily

[22], are unusual in that they contain multiple ORFs
(Additional file 3: Table S4). In addition to the DDE
ORF common to all ITm elements, an ORF2 of un-
known function is found in all Paramecium transposons
and shares detectable sequence similarity among all of
them (Additional file 1: Figure S4). The largest Paramecium
transposons contain 4 ORFs, ORF4 being a tyrosine recom-
binase, a property shared with TEC and TBE transposons
from distantly related ciliates [23–25]. As seen in the Max-
imum Likelihood tree built using many ITm DDE domains
[22, 26] (Fig. 5, Additional file 1: Figure S5, Additional file 2:
Table S6), the composite Paramecium elements with a
tyrosine recombinase group together, along with TEC1
and TEC2. A distance of 32 aa between the second and
third residues of the DDE catalytic triad, characteristic
of the 7 tyrosine-recombinase containing Paramecium
ITm and 3 of the 6 simpler elements, is among the
shortest ever reported for ITm.

RepeatMasker was used to identify copies of the TEs
in the MIC contigs. Tandem Repeat Finder was used to
identify putative satellite sequences (see Methods). As
shown in Table 1, 96% of the short unique copy IESs
and 92% of the TE copies are in the MIC-limited com-
partment. However, about one third of tandem repeats
were found in the MAC-destined compartment and
include WD40, TPR and surface antigen repeats.

MIC and PGM DNA are not equivalent
To compare the sorted MIC DNA with the unrearranged
DNA from PGM-silenced cells, used until now to repre-
sent germline DNA, we calculated the depth of coverage
of the MIC assembly by the sorted MIC DNA and the
sorted PGM DNA sequencing datasets. The calculation
was performed for 90,017 non-overlapping 1-kb windows.
We visualized the comparison between the two data-

sets by creating dot plots of the depth for each window,
and representing the density of the dots using heat map
colors. To help interpret the comparison, we simulated
PGM and MIC datasets, using enrichments in MIC-
limited sequences of 80 and 40% respectively (see
Methods). As shown in Fig. 6a left plot, the simulated
data present two clouds of points. The larger cloud, with
the higher depth of coverage in both samples, corre-
sponds to windows present in both the MIC and the
MAC DNA. The smaller cloud, with lower depth of
coverage in both samples, represents sequence windows
present only in MIC DNA. The real data deviates from
this unbiased profile (Fig. 6a, right). The larger clouds
representing windows present in both MIC and MAC
DNA are comparable (Additional file 1: Figure S6).
Surprisingly, the smaller cloud is now vertically elon-
gated, indicating that genome coverage in the PGM

(See figure on previous page.)
Fig. 3 Purification of germline MICs from vegetative Paramecium tetraurelia by flow cytometry and validation by flow cell imaging and high
throughout DNA sequencing. a. In CENH3a-GFP transgenic Paramecium vegetative cells (upper panels), but not in control cells (lower panels), the MICs
are GFP positive. Scale bar is 10 microns. Higher magnification: Scale bar is 3 microns. b. Fractionation scheme used to isolate the MIC-enriched frac-
tion. c - d. Multi-gating strategy used for sorting the MICs. Sorting is based on size, granularity and DAPI staining and GFP signals in c) CENH3a-GFP
transgenic cells and d) control cells. An empiric iterative procedure coupled with flow imaging allowed discrimination between MICs and
DAPI containing contaminants, identification of the population of interest, and optimization of the sorting strategy. e - f. The Amnis ImageStreamX

imaging flow cytometer is used for quality control: sample before (e) and after sorting (f). g. Validation of the sorting strategy by high-throughput
DNA sequencing. Histograms of IES retention scores are shown for control (no RNAi), MIC (no sorting) and MIC after sorting (flow cytometry)

Table 1 Characterization of MIC contigs

MIC assembly MAC-destined MIC-limited

Complexity 98 489 268 bp 74 212 942 bp (75.4%) 24 276 326 bp (24.6%)

N50 37.2 Kb 46.9 Kb 12.7 Kb

GC content 27.40% 27.97% 25.66%

IES 3 517 996 bp 147 387 bp (4.2%) 3 370 609 bp (95.8%)

Transposable Elements 2 973 685 bp 237 838 bp (8%) 2 735 847 bp (92%)

Tandem Repeats 1 393 130 bp 485 112 bp (34.8%) 908 018 bp (65.2%)
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DNA is variable and mostly less covered than expected
(depth between 0 and 7). Both PGM samples behave in
the same way. The same windows are found to be
under-represented in both PGM and unsorted PGM
samples (Additional file 1: Figure S6).
To refine this observation and determine which

sequences are missing from the PGM DNA, we used the
uniquely-mapped read counts in the 1-kb non-overlapping
windows to identify differentially covered windows, in the
same way as RNA-Seq counts for genes are used to identify
differentially expressed genes (see Methods). The statistical
software package we used takes into account the small
number of independent samples (2 or 3 biological replicates
for most samples, Additional file 2: Table S1).
We looked for windows less covered by MAC or

PGM reads with respect to MIC reads (Additional file 1:
Figure S7). This allowed us to define three genomic com-
partments (Fig. 6b, Table 2): 80% of the MIC genome
non-overlapping windows are not differentially covered
and represent the part of the germline genome that is
collinear with MAC chromosomes (“MAC-destined”).
The remaining 20% of the windows was significantly less
covered by MAC than by MIC reads, corresponding to
the germline-limited part of the genome (“MIC-limited”).
As anticipated by the previous analysis of read depth, ~ 3%
of the windows not covered by MAC reads are not well-
covered by the PGM reads. We thus subdivided the
MIC-limited compartment into “MIC PGM” and “MIC-
only” sub-compartments (Fig. 6b). Figure 6c shows barplots
of the normalized read counts of the windows for
each of the samples, for the “MIC PGM” and “MIC-
only” sub-compartments. As expected, the two sub-
compartments are not covered by MAC reads and are
well-covered by MIC reads. Interestingly, the “MIC-
only” sub-compartment, which is poorly covered by
PGM reads, is well-covered by DCL2/3 and EZL1
reads (Additional file 1: Figure S6). These two factors are
required for developmental DNA elimination and act
respectively in small RNA and histone post-translational
modification pathways upstream of the introduction of
DNA double-strand breaks by the Pgm endonuclease [27].

Columns from left to right: “MAC-destined” is the
genomic compartment covered by MIC, MAC and PGM
reads (i.e. windows with no differential coverage
according to the DESeq2 analysis, see Methods); “MIC
PGM” is the sub-compartment covered by MIC and
PGM reads; “MIC only” is the sub-compartment covered
only by MIC reads. These compartments are represented
schematically in Fig. 6b. The IES reference set was
mapped to the MIC assembly and then the IESs were
assigned to a window. The total complexity of tandem
repeats (micro- and mini-satellite) was calculated using
Tandem Repeats Finder. Low complexity sequences
identified by Repeat Masker include stretches of poly-
purine or poly-pyrimidine and regions of high AT
(>87%) or high GC (>89%) content. Repeat Masker was
also used to find TE copies, using the TE consensus
library reported in this study (See Methods, Additional
file 4: Text S1 and Text S2. The difference between the
“MIC PGM” and the “MIC only” sub-compartments was
judged highly significant for Tandem repeats and for TE
(p-value: 9.88e-324 and 9.45e-105, respectively). The
MIC only sub-compartment, representing germline-
limited sequences not present in either of the PGM sam-
ples, is thus enriched in satellites and depleted in TEs.
Different sequence characteristics were calculated for

the three genomic sub-compartments (Table 2). GC
content and low complexity content did not vary across
sub-compartments. Approximately 99% of the IES refer-
ence set could be mapped to the MIC assembly. Since
90% of IESs are shorter than 100 bp (median IES size
51 nt) it is not surprising that nearly all IES-containing
1-kb windows are covered by MAC reads and are thus
found in the “MAC-destined” compartment.
The TE consensus library was used to find TE copies in

the 3 genomic sub-compartments (Table 2). The important
difference between the 16 Mb “MIC PGM” and the 3 Mb
“MIC-only” sub-compartments is that the latter is signifi-
cantly depleted in TE copies and enriched in tandem
repeats i.e. micro- and mini-satellite (Table 2).
We can suggest two possible, non-exclusive explana-

tions for why 3 Mb of sequence complexity present in

(See figure on previous page.)
Fig. 4 Phylogeny of non-LTR elements based on their RT domains. The phylogeny is based on the alignment shown in (Additional file 1:
Figure S3) of the ~ 250 aa catalytic RT domains of the elements listed in (Additional file 2: Table S5). The phylogeny is a 50% maximum
likelihood tree, rooted with the CRE clade. The numbers at nodes represent the percentage of bootstrap values for 100 replicates. Clade
names are prefixed to the element names for the 11 major non-LTR clades. The ciliate non-LTR form a new clade. The names of the
elements for the 5 Paramecium groups are colored: blue, Group 1; green, Group 2; magenta, Group 3; red, Group 4; pink, Group 5. The
amino acid divergence scale is indicated. Schematic diagrams of ORF structure of representative Paramecium elements from each group
and representatives of the 11 major clades identified in [18] are shown next to the phylogeny. The representatives are the same as in
[18]; however for Tad, Tad1 from N. crassa is shown; for R1, TRAS1 from B. mori is shown; and for I, the element from D. melanogaster is
shown. The domains are RT, reverse transcriptase; APE, apurinic/apyrimidinic endonuclease; REL-ENDO, restriction enzyme-like endonuclease; RNH,
RNase H domain. Vertical bars represent zinc-finger domains. The two ORFs are shown as offset whether or not they are in the same frame. For Group
1 and Group 2, there is a +1 frameshift. For Group 3, the two ORFs are in the same frame
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Fig. 5 Phylogeny of ITm elements based on their DDE domains. The phylogeny is based on the alignment shown in (Additional file 1: Figure S5) of
the ~ 150 aa catalytic DDE domains of the elements listed in (Additional file 2: Table S6). The phylogeny is a maximum likelihood tree, rooted with
bacterial IS630 elements. The numbers at some nodes represent the percentage of bootstrap values for 100 replicates if 50% or greater. Clade names
are in bold to the right of the tree. As in [22, 26], the names include the distance between the last two catalytic residues. Most of the elements in the
ciliate clade are D32E, however those with one star are D33E and those with two stars are D34E. The amino acid divergence scale is indicated

Guérin et al. BMC Genomics  (2017) 18:327 Page 10 of 17

146 Chapitre V. Annotation du génome micronucléaire



Fig. 6 Coverage of the MIC assembly by different sequencing samples. a. Global comparison of the sequences in simulated (left) and real (right)
PGM and MIC sequencing samples. Depth is calculated by mapping reads to the MIC assembly, and counting the reads in 1-kb non-overlapping
windows. The graph shows the density of windows as a heat map color, for each combination of MIC and PGM normalized depth values. b.
Representation of the genomic compartments identified by analysis of differential read coverage of the MIC assembly (cf. Methods, DESeq2
analysis and Table 2). The horizontal bars show the percentage of the MIC assembly covered by each sequencing sample, defining three genomic
sub-compartments. “MAC-destined” is the genomic compartment covered by MIC, MAC and PGM reads, i.e. windows with no differential coverage
according to the DESeq2 analysis; “MIC PGM” is the compartment covered by MIC and PGM reads; “MIC-only” is the compartment covered only by
MIC reads. c. Barplots of the normalized DESeq2 read counts, across all windows and all samples (Additional file 2: Table S1) for the “MIC PGM”
compartment (left) and the “MIC-only” compartment (right)

Table 2 Characterization of different sub-compartments of the MIC assembly

MAC-destined MIC PGM MIC only

Complexity 76 130 194 bp 15 983 936 bp 2 905 995 bp

Genome proportion 80.12% 16.82% 3.06%

Longest contiguous region 286 000 bp 58 000 bp 79 000 bp

GC content 27.58% 26.29% 27.47%

IES 97.70% 2.26% 0.04%

Low complexity 5.40% 5.50% 5.43%

Tandem repeats 0.83% 1.39% 5.95%

TE 1.33% (0.97 Mb) 21.47% (3.43 Mb) 7.35% (0.23 Mb)

not TE 98.67% (75.16 Mb) 78.53% (12.56 Mb) 92.65% (2.68 Mb)

TIR 0.45% (0.33 Mb) 4.96% (0.79 Mb) 0.53% (0.02 Mb)

LINE 0.84% (0.62 Mb) 15.98% (2.56 Mb) 6.57% (0.2 Mb)

SINE 0.04% (0.03 Mb) 0.53% (0.08 Mb) 0.25% (0.01 Mb)
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the MIC DNA are absent from the PGM DNA: i) the
Pgm domesticated transposase is not needed for the
elimination of some MIC-limited sequences or ii) PGM
RNAi is released at the end of development and this
release is sufficient for elimination of some MIC-limited
sequences. Consistent with the latter explanation, deple-
tion of other factors involved in programmed DNA
elimination, and whose function is likely upstream of
Pgm, did not lead to underrepresentation of MIC-limited
sequences (Fig. 6c and Additional file 1: Figure S6). What-
ever the reason of the under-representation of MIC-limited
sequences upon PGM RNAi, it indicates that PGM DNA,
used up until now as a proxy for MIC DNA, does not
provide a faithful representation of the MIC genome.

Conclusions
We report the development of an efficient flow
cytometry-based method to sort nuclei in P. tetraurelia.
This method represents a major breakthrough over
previously published methods [3, 7], in that it provides
(i) improved reliability; (ii) high purity; and (iii) quality
control evaluated by flow cell imaging and high through-
put sequencing. Our work also provides a clear demon-
stration that flow cell imaging is a powerful means to
detect the population of interest and help refine sorting
parameters.
We expect that cytometry-based purification of subpop-

ulations of macronuclei during development may allow
kinetic studies of the DNA elimination and endoreplica-
tion processes. We have shown that our procedure allows
high throughput Illumina sequencing of the P. tetraurelia
germline genome, paving the way for sequencing the
germline genome of other P. aurelia sibling species for
future comparative genomic studies.
So far, only a few studies have made use of flow

cytometry to sort nuclei [28–40], mostly in plants and
neurons. Our work highlights the unique potential of flow
cytometry to analyze and sort heterogeneous populations
of nuclei. It demonstrates that flow cytometry and sorting
provide a powerful way to purify minority subpopulations
of nuclei, provided that specific nuclear characteristics or
a specific fluorophore can be unambiguously and exclu-
sively associated with the subpopulation of interest.
The contigs assembled from the sorted MIC DNA

have allowed discovery of 61 germline TEs. The majority
are Class I non-LTR retro-transposons (LINE elements),
never before characterized in Paramecium. This library
of manually curated TE consensus sequences constitutes
a precious resource for future automated approaches
to TE identification and classification in the germline
genomes of Paramecium species, especially given the
relatively large phylogenetic distances to related ele-
ments from other taxa.

Methods
Cells and cultivation
All experiments were carried out with the entirely homo-
zygous strain 51 of Paramecium tetraurelia. Cells were
grown in a wheat grass powder (WGP, Pines International,
USA) infusion medium bacterized the day before use with
Klebsiella pneumoniae, unless otherwise stated, and sup-
plemented with 0.8 mg/L of β-sitosterol (Merck). Cultiva-
tion and autogamy were carried out at 27 °C.

Developing MAC purification
We used the feeding method described in [41] to silence
the PGM gene. Escherichia coli HT115 [42] harboring
plasmid L4440 [43], with the 567-bp HindIII-NcoI frag-
ment of the PGM gene inserted between two convergent
T7 promoters [9], was induced for the production of
PGM dsRNA in WGP1X medium containing 100 μg/mL
ampicillin by overnight growth at 37 °C with shaking.
The next day, the culture was diluted into the same
medium to OD600 = 0.04. IPTG (Euromedex) was added
at a final concentration of 0.4 mM to induce dsRNA
synthesis. After 4 h of induction at 37 °C with shaking,
the medium was cooled down to 27 °C, and supple-
mented with 0.8 mg/L of β-sitosterol just before use.
P. tetraurelia cells were first grown in standard K.

pneumoniae medium for 20–30 vegetative fissions then
washed twice in silencing medium. Cells were allowed to
grow for 8 to 10 vegetative fissions in a final volume of
3 L of silencing medium (freshly induced medium was
added the second day) then starved to trigger autogamy.
Progression of autogamy was monitored by Hoechst
staining (Sigma). At day 4 of starvation, 30 autogamous
cells were picked and transferred individually to 200 μL
of K. pneumoniae medium to monitor the viability of
sexual progeny and evaluate the efficiency of PGM
silencing. As expected, PGM RNAi led to high rates of
lethality in the sexual progeny.
At day 4 of starvation, cells were 100% autogamous

with about 90% of cells displaying two large developing
MACs. Purification of developing new MACs was per-
formed using the protocol described in [3] with minor
modifications. Cultures were filtered on 8 layers of ster-
ile gauze. Cells were centrifuged at 600 g for 1 min in an
oil-testing centrifuge (Sigma 6–16, rotor 13116) then
washed in 100 mL of Tris–HCl 10 mM pH 7.4 and cen-
trifuged again to obtain a compact pellet (~1 mL). After
centrifugation, the cell pellet was resuspended in 2
volumes of lysis buffer (~2 mL) (0.25 M sucrose; 10 mM
MgCl2; 10 mM Tris pH 6.8; 0.2% NP40) and kept on ice
for 5 min. All steps were performed at 4 °C. Cells were
then lysed with a Dounce homogenizer until approxi-
mately 90% of the cells were broken as observed under a
microscope (×20). Developing MACs were collected by
centrifugation at 1,000 g for 1 min. The pellet that
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contained the developing MACs was washed twice with
9 volumes (~9 mL) of washing buffer. The pellet was
then resuspended in 2 mL sucrose solution (2.1 M
sucrose; 10 mM MgCl2; 10 mM Tris pH 7.4) and loaded
on top of a 3 mL sucrose solution layer in an Ultra-clear
centrifuge tube (Beckman Coulter 344059). After gentle
addition of washing buffer to fill the tubes, the samples
were centrifuged at 210,000 g for 1 h, in a SW41ti
swinging rotor (Optima L-80 XP ultracentrifuge, Beckman
Coulter). After centrifugation, the sucrose solution was
carefully removed. The pellet was gently rinsed with
washing buffer, before resuspension into ~ 3 mL of
washing buffer containing glycerol (13% final concentra-
tion). The samples were aliquoted and frozen at −80 °C.

Micronuclei purification
Transgenic Paramecium cells expressing a micronuclear
(MIC)-localized version of the Green Fluorescent
Protein (GFP) were obtained by microinjection of the
vegetative macronucleus with the CenH3a-GFP plasmid,
described in [15], in which the centromeric histone vari-
ant (CenH3a) gene fused to GFP is expressed under the
control of the constitutive promoter of the elongation
factor Tu. In the transformed clones, GFP was exclu-
sively found in the MICs. Transformed clones were
selected for their GFP signal/noise ratio. Transgene
quantification indicated a copy number close to the
endogenous CenH3a gene level (transgene/endogenous
gene ~ 0.6 to 1). Viability of the sexual progeny after
autogamy of the transformed clones was systematically
monitored to make sure that the presence of the trans-
gene did not impair the functionality of the MICs.
Transformed and non-injected cells were grown in

standard K. pneumoniae medium in a final volume of
3 L at a cell density of 1,000 to 1,500 cells/mL. The
vegetative state of the cells was assessed by nuclear
staining with a 33:1 (vol/vol) mix of carmine red (0.5%
in 45% acetic acid) and fast green (1% in ethanol). Detec-
tion of GFP signal in the MICs was monitored in the
transformed cells. Cultures were filtered on 8 layers of
sterile gauze. Cells were centrifuged at 600 g for 1 min
in an oil-testing centrifuge (Sigma 6–16, rotor 13116)
then washed in 100 mL of Tris–HCl 10 mM pH 7.4 and
centrifuged again to obtain a compact pellet.
We used the same fractionation scheme as the one

previously published to enrich in MICs [7] with some
improvements. After centrifugation, the cell pellet was
resuspended in 2 volumes of lysis buffer (0.25 M su-
crose; 10 mM MgCl2; 10 mM Tris pH 6.8; 0.2% NP40)
and kept on ice for 5 min. All steps were performed at
4 °C. Cells were then lysed with a Dounce homogenizer
until approximately 90% of the cells were broken as
observed under a microscope (×20). Three volumes of
washing buffer (0.25 M sucrose; 10 mM Tris pH 7.4;

5 mM MgCl2; 15 mM NaCl; 60 mM KCl; 0.5 mM
EGTA) were added. The sample was dispatched into
2 mL Eppendorf tubes and mixed by inversion 5 times
then centrifuged at 200 g for 1 min. The supernatant
that contained most MICs was recovered and presence
of the MICs was verified under a microscope. The
supernatant was then transferred into Ultra-clear centri-
fuge tubes (Beckman Coulter 344059, 2 mL per tube),
and 10 mL of 50% Percoll solution (50% Percoll pH 7.5;
0.25 M Sucrose; 10 mM MgCl2) were added drop by
drop with gentle agitation. The supernatant and the
Percoll solution were gently mixed by pipetting and
centrifuged at 24,000 g for 15 min in a SW41Ti swinging
rotor (Optima L-80 XP ultracentrifuge, Beckman
Coulter). During centrifugation, the Percoll gradient is
formed and MICs accumulated at the top of the gradient
and MACs at the bottom. After centrifugation, MICs
were carefully recovered in a white-to-brown powderous
band with a 200 μL Pipetman into a 1.5 mL Eppendorf
tube. The MIC-enriched sample was gently mixed then
diluted 1/1/1 with washing buffer and glycerol 40% (13%
glycerol final concentration). Usually several hundred
MICs per microliter could be counted under a micro-
scope. The samples were aliquoted and frozen at − 80 °C
for further flow cytometry analysis and sorting.

Flow cytometry
Samples of MICs and developing MACs were thawed on
ice, diluted 1/5 to 1/10 in washing buffer and stained
with DAPI (3 μM final, Invitrogen #D3571). All steps
were performed at 4 °C. The samples were filtered
(30 μm Sysmex filters, 04-004-2326) and sorted on an
Influx 500 cell sorter (BD Biosciences) with a 488 nm
laser for scatter measurements (Forward Scatter, or FCS,
and Side Scatter, or SSC) and GFP excitation, and a
355 nm laser for DAPI excitation. GFP and DAPI staining
signals were collected using a 528–38 nm band pass filter
and a 460–50 nm band pass filter, respectively. Phosphate
Buffered Saline (Isoflow TM Sheath Fluid, Beckman
Coulter) was used as sheath and run at a constant pres-
sure of 15 PSI. Frequency of drop formation was 27 kHz.
The instrument used a 100 μm nozzle. For the MIC
samples, a threshold on the GFP signal was optimized to
increase collecting speed (2500 events per second). For
developing MACs, an important threshold on FCS was
optimized to not consider the crystals present in the
sample and increase collecting speed. Paramecium cells
contain crystals composed of guanine, xanthine and hypo-
xanthine [44], which are pelleted together with developing
MACs during the purification procedure and can repre-
sent an important part of the elements detected by the
instrument. Since they do not contain DNA, hiding crys-
tals allowed a faster collecting speed without increasing
DNA contamination. Sorting rates typically ranged from
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10,000 to 100,000 MICs per hour depending on the
preparation. Data were collected using Spigot software.
Micronuclei were sorted based on their SSC, FSC, GFP
and DAPI signals. Events in GFP and DAPI gates were
backgated onto FSC vs SSC to optimize the sorting. Devel-
oping MACs were sorted based on their SSC, FSC, DAPI,
and time-of-flight (pulse width) signals. Events with high
DPAI signal were backgated onto FSC vs SSC to optimize
the sorting. Nuclei were recovered in washing buffer into
a 1.5 mL Eppendorf tube.

Flow cell imaging
Purity of the sorted samples was evaluated by flow cell
imaging. Samples before and after sorting were imaged
on a 2 camera, 12 channel ImageStreamX (Amnis/
MerckMillipore) imaging flow cytometer with a 60×
magnification, using 405, 488, and 785 nm lasers, at
respectively 125, 100, and 0.05 mW. Phosphate Buffered
Saline (137 mM NaCl; 2.7 mM KCl; 6.7 mM Na2HPO4;
1.5 mM KH2PO4) was used as sheath. Acquisitions were
performed using Inspire software. Brightfield was col-
lected in channel 1 and 9, SSC in channel 6 (745–800 nm
bandwidth), GFP in channel 2 (480–560 nm bandwidth),
and DAPI in channel 7 (430–505 nm bandwidth). At least
5,000 elements were analyzed for each sample (before and
after sorting) in order to detect enough MICs, given the
rarity of MICs in the sample (~0.2–3% of all events
detected by the Influx cell sorter before sorting). Cell clas-
sifiers were set for channel 1 area lower limit of 10 to
allow the instrument to focus despite low concentration of
the sample after sorting. Beads were excluded from the
analysis based on their low DAPI and GFP fluorescence
signals. Analysis was performed using the IDEAS
software.

Genomic DNA extraction and sequencing
After sorting, MICs and developing MACs were treated
with 3 volumes of proteinase K solution (0.5 M EDTA
pH 9; 1% N-lauroylsarcosine; 1% SDS; 1 mg/mL protein-
ase K) at 55 °C overnight. Genomic DNA was extracted
with the addition of one volume of Tris–HCl-phenol
pH 8 with gentle agitation at room temperature for 1 h
(no vortex). After centrifugation at 300 g for 15 min, the
aqueous phase was recovered, dialyzed twice against TE
(10 mM Tris–HCl; 1 mM EDTA, pH 8) 25% ethanol for
2 h, against TE overnight, then against Tris 1 mM pH 8
for 2 h. DNA was concentrated with a Concentrator plus
(Eppendorf) down to 50 to 100 μL. DNA concentration
was quantified using QuBit High sensibility kit (Invitro-
gen) and stored at 4 °C. DNA was then sequenced by a
paired-end strategy using Illumina Hi-Seq next-generation
sequencer (Additional file 2: Table S1). DNA-seq datasets
have been deposited at the NCBI short read archive (SRA)

(Accession numbers: SAMN05323659; SAMN05323660;
SAMN05323661).

Transposable element annotation
Putative LINE elements were discovered as follows.
Reverse transcriptase coding domains were identified
from a small cluster of homologous sequences retained
in the MAC genome, after building a consensus from
their alignment. These partial peptide sequences were
then used to search the MIC contigs (tblastn using
default parameters, with no low complexity filter). The
matches were culled and used to extend the consensus
protein sequences. Then blastn searches (default param-
eters, no low complexity filter) were used against the
MIC contigs to find more copies. The procedure was
used recursively to extend and find as many copies as
possible. Copies were aligned with MUSCLE [45] and
adjusted manually, with a requirement of potentially
functional ORF1 and ORF2 sequences. Finally, the best
adjusted consensus sequences were used to search for
other related elements by a tblastn search for long,
poorly scoring matches which might be recent copies of
a different element. In this way, 5 distinct groups of
LINE elements were found. A similar procedure was
used to annotate Class II DNA transposons, starting
from published sequences for the P. primaurelia
Tennessee element ORFs [16] and the P. tetraurelia
Sardine and Anchois element ORFs [3]. Finally, some
sequences inserted in other elements were found to be
present in multiple copies in the MIC assembly but
yielded consensus sequences with no protein-coding
potential; these sequences were annotated as putative
SINE elements. Fasta files with the nucleotide and puta-
tive peptide sequences are provided (Additional file 4:
Text S1-S2), (Additional file 3: Tables S3-S4).

Phylogenetic tree reconstruction
Non-LTR Class I retrotransposon ORF2 (pol) protein
sequences representative of different clades [18] and
IS630-Tc1-mariner (ITm) superfamily transposase pro-
tein sequences [22, 26] were recovered from GenBank
or RepBase (Additional file 2: Tables S5-S6). Corre-
sponding Paramecium consensus sequences were added
to each set of proteins. The proteins were aligned using
MSAProbs [46]. The alignments were trimmed manually
to correspond to the RT and DDE catalytic domains,
respectively (Additional file 1: Figures S3 and S5) and
used for phylogenetic tree reconstruction by Maximum
Likelihood [47, 48], with PhyML version 3.1 (PhyML -d
aa -m LG -v 0.0 -c 4 -a E -f M –no_memory_check -i <
phylip_alignment_file > −b 100). The non-LTR retro-
transposon RT tree was collapsed if branch support
(determined using 100 bootstrap replicates) was less
than 50%, using TreeGraph2 [49]. Seaview [50] was used
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for preliminary tree-building, to convert alignment
formats and to visualize, re-root, swap branches and
prepare figures of the trees.

Bioinformatic analyses
IES retention
IES retention scores were calculated with ParTIES v1.0 [11]
(MIRET module, −max_mismatch 1 –score –method
Boundaries) using the P. tetraurelia IES reference set [3]
and two reference genome assemblies available from Para-
meciumDB (http://paramecium.cgm.cnrs-gif.fr/download/
fasta/assemblies/): ptetraurelia_mac_51.fa and ptetraurelia_-
mac_51_with_ies.fa. The score for each IES corresponds to
the mean of the two boundary scores.

Assembly of MIC reads
The MIC flow cytometry sequencing reads (acc. no.
SAMN05323660; Additional file 2: Table S1) were
assembled into contigs using ParTIES v1.0 [11] (default
parameters except for the Assembly module, −k 51). Par-
TIES filters out reads that contain a MAC IES junction
using the MAC reference genome prior to a Velvet (version
1.2.10) [51] assembly. Assembly statistics for the resulting
MIC contigs are given in (Additional file 2: Table S2).

Analysis of depth
The MIC contigs (Additional file 2: Table S2) were used as
reference genome for this analysis. The contigs were
divided into 1-kb non-overlapping windows. For each
sequencing sample, the mean depth for each window was
calculated with Samtools [52] depth (v0.1.18 –q 30 –Q 30)
on Bowtie 2 [53] (v2.2.3 –local –× 800) mappings. The
mean depth was normalized according to the number of
nucleotides sequenced in the sample, after excluding reads
which match known contaminants (mitochondrial DNA,
rDNA, bacterial genomes).

Sequencing simulation
We simulated sequencing data using ART version 2.3.7
[54] (−−noALN –len 100 –seqSys HS10 –qShift 90
–qShift2 90 –mflen 300 –sdev 100). We specifed coverage
using the fcov parameter, to obtain final coverage of 100×.
Thus, to obtain a dataset with 40% enrichment in MIC
sequences, we simulated 40× coverage on the MIC assem-
bly and 60× coverage on the MAC assembly and pooled
the simulated reads. The analysis of depth was applied to
the simulated read datasets.

Differential coverage analysis
DESeq2 software [55] was designed for differential ana-
lysis of NGS count data, and is typically used for gene
expression studies i.e. to compare RNA-Seq read counts
for genes across experimental conditions. We used
DESeq2 (v. 1.14.0) to compare DNA-Seq read counts for

non-overlapping MIC windows (1 kb windows and >400 bp
windows at contig ends) across samples. For each sample
(Additional file 2: Table S1), we provide to DESeq2 the
number of uniquely mapping reads in each window. We
considered windows with a fold-change >2 between MIC
and other samples and an adj.p-value < 0.05 to be differen-
tially covered. Barplots (Fig. 6c) used the normalized
counts determined for each sample by DESeq2.

Sequence properties
For selected windows (see text and Table 2), tandem
repeats (micro- and mini-satellite) were identified using
Tandem Repeats Finder [56] (version 4.07b, TRF parame-
ters: 2 7 7 80 10 50 500) and the corresponding
complexity determined using the R Bioconductor package
“GenomicRanges_1.26.1” [57]. RepeatMasker [58] (version
3.3.0) was used to identify low complexity sequences
(RepeatMasker -noint –no_is –s) and transposable ele-
ments (TE; RepeatMasker -nolow –no_is –s –lib < TE
consensus library>). The TE consensus library is that
reported in this study (Additional file 3: Tables S3-S4). We
performed exact binomial tests using the R package
binom_1.1–1 [59].

Additional files

Additional file 1: This PDF contains the following supplementary
figures: Figures S1- S7. Legends for these figures appear at the
beginning of Additional file 1 (PDF 12230 kb)

Additional file 2: This word file contains the following supplementary
tables: Tables S1, S2, S5, S6. (DOCX 110 kb)

Additional file 3: This excel file contains the following supplementary
tables: Tables S3-S4. (XLSX 45 kb)

Additional file 4: This text file contains the following supplementary text:
Text S1-S2. Text S1 is a fasta file of TE consensus nucleotide sequences. Text S2
is a fasta file of putative TE protein sequences. (TXT 280 kb)
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Cette dernière partie est consacrée à une réflexion sur l’évolution de la génomique
et plus particulièrement sur la génomique de la paramécie. Sans avoir l’ambition

d’exposer une grande vision à long terme sur des questions biologiques fondamentales,
je vais énoncer des perspectives de mon travail de thèse sur l’annotation des génomes de
paramécies pour les cinq prochaines années. Pour ce faire, je m’appuierai sur des données
encore non publiées. Les idées décrites sont, en partie, le fruit d’une réflexion collective
du consortium Paramécie francilien et Lyonnais.

Aujourd’hui, re-séquencer un génome de paramécie à partir de quelques µg (voir ng)
d’ADN n’est qu’une question d’un millier d’euros. Avec un séquençage Illumina de 100
millions de lectures pairées de 75 nt, l’ensemble du génome de 100 Mb est couvert à
150X (en théorie). En 2007, l’apparition des NGS a profondément changé notre approche
de la génomique de la paramécie. Le premier génome MAC de paramécie a été publié
en 2006, nous faisant entrer dans l’ère post-génomique (Aury et al. 2006). Basées sur
l’annotation des gènes, les premières analyses à haut débit par puce à ADN sont apparues
en 2010 (Gout et al. 2010, Arnaiz et al. 2010). Pendant 6 ans (entre 2006 et 2012), nous
avons joué avec seulement quelques Go de données. Puis en 2012, le premier article sur la
paramécie et traitant des données NGS sortait (Arnaiz et al. 2012). Depuis cette date,
l’afflux de données n’a jamais cessé, d’autant que la communauté a recours de plus en
plus souvent au séquençage. Ce déluge d’information a nécessité une refonte de notre
architecture de travail. En effet, les besoins en ressource informatique, à la fois au niveau
puissance de calcul et stockage, ont considérablement augmenté. Nous sommes passés de
quelques Go à plus de 25To (en décembre 2019) de données de séquençage.

Assez logiquement dans la recherche, le chercheur souhaite accéder, et afficher, toutes
les données disponibles afin d’avoir une vue la plus complète possible. Cependant,
nous sommes vite noyés par cette avalanche d’information... Par ailleurs, toutes les
données ne sont pas forcément disponibles au même endroit, et il est parfois difficile
d’y accéder. Pour tenter de palier à cette difficulté, j’ai créé ParameciumDB (https:
//paramecium.i2bc.paris-saclay.fr/ pour intégrer toutes les informations géno-
miques sur la paramécie et optimiser leur visualisation en fonction des besoins spécifiques
des paraméciologues. Dans ce manuscrit, je n’ai pas beaucoup parlé de ParameciumDB,
mais je trouvais plaisant d’en dire quelques mots car ce système d’information me tient
à cœur et occupe toujours une partie de mon activité. Bien que d’une taille modeste,
face aux bases de données comme EnsEMBL ou GenBank, ParameciumDB a trouvé sa
place au sein de la communauté. Outil indispensable, elle rassemble des données qu’au-
cune autre base de données généraliste n’intègre. Sélectionnée comme faisant partie du
nœud français ELIXIR 2019, ParameciumDB est reconnue et apporte une vraie valeur
ajoutée à la recherche. Dès la naissance de ParameciumDB, nous avons adhéré à la phi-
losophie des logiciels libres distribués par le projet GMOD (Generic Model Organism Data-
base http://gmod.org). A notre échelle, nous favorisons l’accessibilité et le partage des
données à l’image des FAIR data (pour Findable, Accessible, Interoperable, Reusable ; Facile à
trouver, Accessible, Interopérable et Réutilisable https://www.datafairport.org).

https://paramecium.i2bc.paris-saclay.fr/
https://paramecium.i2bc.paris-saclay.fr/
http://gmod.org
https://www.datafairport.org
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Un autre changement majeur est à l’œuvre pour l’étude du génome de la paramécie.
Pendant des années nous avons essoré le génome de l’espèce Paramecium tetraurelia. Un
des messages du récent article, décrivant la nouvelle version de ParameciumDB (Arnaiz
et al. 2019), est que l’étude du génome de la paramécie va maintenant s’appuyer de plus
en plus sur une vision multi-espèce, mais également multi-souche d’une même espèce.
Avec cette idée, un projet France Génomique de séquençage à grande échelle a financé
le séquençage et l’assemblage de génomes de plusieurs espèces de paramécie, dont les
génomes MIC de 7 espèces (voir Tables VI.1 p. 160). Le but de ce projet était d’étudier
en quoi le système de ciblage d’ADN à éliminer pendant les réarrangements programmés
de génome de la paramécie par les petits ARN a eu un impact évolutif sur l’émergence
de nouvelles espèces de paramécie (voir les sections III.3.2, III.3.2.3 et III.1.3 aux pages
68, 75 et 56). Au delà de cette question biologique et du point de vue de l’annotation, les
génomes séquencés nous ont permis d’avoir une meilleure vision de la composition en
gènes, en IES et en ET des chromosomes MIC de paramécies.
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Les gènes et génomes MAC

Le génome somatique de la paramécie est débarrassé de ses séquences répétées ainsi
que de ses IES. Contrairement à une procédure d’annotation de gènes classique où

l’on commence par masquer le répétome, la paramécie se charge déjà, physiologiquement,
de cette tâche dans le MAC. Cette situation favorable a d’ailleurs convaincu le Génoscope
d’accepter le premier projet de séquençage, assemblage et annotation du génome MAC
de Paramecium tetraurelia (Aury et al. 2006).

En concertation avec le laboratoire de M. Lynch (USA), nous nous sommes répartis
les espèces à séquencer. Les génomes MAC de P. biaurelia, P. sexaurelia, P. tetraurelia et P.
caudatum étant déjà assemblés, nous avons choisi 5 espèces pour lesquelles nous avions
prévu de purifier les MIC (P. octaurelia, P. pentaurelia, P. primaurelia, P. sonneborni et un
re-séquençage de notre souche favorite P. tetraurelia) ainsi que l’espèce P. polycaryum, en
raison de son positionnement phylogénétique intéressant. De son côté, le laboratoire de
Lynch a séquencé l’ADN MAC de 6 autres espèces du groupe aurelia : P. decaurelia, P.
dodecaurelia, P jenningsi, P. novaurelia, P. quadecaurelia, P. tredecaurelia et une espèce appar-
tenant à un groupe externe P. multimicronucleatum (voir Figures III.5 p.57 et VI.3 p.166).
Disposant de la chaine de procédures pour annoter des génomes de paramécie (Arnaiz
et al. 2017), je me suis chargé de l’annotation des gènes pour tous les génomes MAC
disponibles (voir Tables VI.1 p. 160).

159
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VI.1 La contrepartie d’une grande profondeur de séquençage

Dans la Table VI.1 (p. 160), il est remarquable que les espèces, dont les génomes MAC
sont séquencés par le CFG (Consortium France Génomique), ont toujours une com-

plexité supérieure aux génomes réalisés aux États-Unis. Par exemple, la souche AZ9-3 de
P. primaurelia séquencée par le CFG a une complexité de génome MAC d’environ 86 Mb
alors que la souche Ir4-2 de P. primaurelia séquencée par le laboratoire de M. Lynch est de
71 Mb. J’estime que la divergence entre ces deux souches est de l’ordre de 0.4% par des
analyses de recherche de SNP. De manière analogue, le séquençage Sanger de la souche
d4-2 de P. tetraurelia produit un génome de 72 Mb alors qu’un séquençage Illumina de la
souche 51 conduit à un génome de 81 Mb. En sachant que le polymorphisme entre ces
souches est minime (voir section V.1.1 p. 105), une différence de 9 Mb (ou 15 Mb pour
P. primaurelia correspondant à 17% de complexité supplémentaire) est très surprenante.
La Figure VI.1 (p.163) présente un scaffold MAC avec une représentation de sa densité
en gènes non-codants (en orange) ainsi que les couvertures en lectures de séquençage
d’ADN MAC (utilisées pour l’assemblage) et d’ARNm de cellules au stade végétatif (his-
togrammes violet et rouge respectivement sur la figure). Grâce aux lectures de séquençage
d’ADN contenant, en partie, des répétitions télomériques (voir section III.3.2.2 p. 74), il
est possible de déduire la localisation des sites de télomérisation (en vert sur la figure). Les
sites de télomérisation doivent correspondre, en théorie, aux extrémités des chromosomes
MAC. Sur la figure, on constate qu’une portion du scaffold (à partir de 640 kb jusqu’à la
fin) n’est que faiblement couverte par un séquençage d’ADN MAC, par rapport au reste
du scaffold. De plus, de nombreux sites de télomérisation semblent être détectés dans cette
région, ainsi qu’une densité en gènes non-codants anormalement élevée. Dans la section
III.3.2.2 (p. 74) nous avons vu que la paramécie réarrange son génome MAC de manière
imprécise et surtout alternative. Ces régions faiblement couvertes dans un ADN MAC
pourraient être dues à cette variabilité de réarrangement et pourraient correspondre à des
séquences MIC présentes en faible nombre de copies dans le MAC des cellules. Autres
possibilités, moins probables à mon avis, est que seulement certaines cellules au sein
d’une population gardent ces régions dans le MAC, ou que cet ADN proviendrait en
réalité du MIC.

Alors pourquoi les trouve-t-on plus dans nos assemblages Illumina ? La réponse vien-
drait simplement de la profondeur de séquençage. En effet, le CFG a séquencé beaucoup
plus profondément que le laboratoire de Lynch, et cette couverture a été suffisamment im-
portante pour assembler ces régions et surtout les lier aux chromosomes MAC. En réalité,
certains segments de ces régions faiblement couvertes sont présents dans les assemblages
Sanger ou ceux de Lynch. Cependant, elles sont souvent isolés dans de petits scaffolds et
représentent un consensus de plusieurs copies. Dans le premier assemblage de P. tetraure-
lia nous avons toujours considéré que l’ensemble de la complexité du génome MAC était
rassemblé dans les 188 plus grands scaffolds. Toutefois, j’ai toujours eu des scrupules à
enlever ces petits scaffolds car certains d’entre eux contiennent des gènes fonctionnels (par
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exemple CenH3a est sur le scaffold 466 (Lhuillier-Akakpo et al. 2016)). De manière gé-
nérale, je pense que l’ensemble de ces régions faiblement couvertes dans les assemblages
n’existent pas réellement dans le génome, et sont très probablement chimériques ou tout
au moins mal assemblées.

Pour ces nouveaux génomes, et en s’appuyant sur des représentations comme la Fi-
gure VI.1 (p.163), il était tentant de délimiter ces régions. A l’aide d’une procédure de
prédiction automatique complétée avec un ajustement manuel, j’ai défini deux catégories
de séquences : le "MAC constitutif", les régions présentes de manière homogène dans les
MAC contenant les gènes codants, et le "MAC alternatif" défini par une faible couverture
en séquençage d’ADN MAC et une haute densité en gènes non-codants peu ou pas ex-
primés (arc bleu extérieur sur la figure). La Table VI.1 (p. 160) indique les complexités
des génomes MAC constitutifs. Avec des complexités comparables, tous les résultats sont
maintenant plus cohérents. La Figure VI.2 (p.164) montre une bien meilleure corrélation
entre la taille des génomes MAC et le nombre de gènes ou le nombre d’IES. Sans plus
m’étendre sur le sujet, je souhaite noter la particularité de l’espèce Paramecium polycaryum
avec un taux de G+C d’environ 40%, très loin des 23 à 28% habituels des autres para-
mécies ou des espèces plus distantes comme Tetrahymena (∼22%) ou Oxytricha (∼31%). Il
serait intéressant de creuser plus avant les raisons de cette originalité.

Il est vraiment amusant de constater qu’une grande profondeur de séquençage, tant
désirée, apporte une dose de variabilité inattendue. Avec nos séquençages de populations
de cellules contenant des MAC alternativement réarrangés, nous sommes probablement
confrontés à la même problématique de variabilité, retrouvée lors du séquençage de cel-
lules uniques (Eberwine et al. 2014).
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Figure VI.1 – Représentation circulaire du scaffold 016

Représentation circos du scaffold 016 MAC de P. tetraurelia. En violet, l’histogramme de couverture
en lectures Illumina de ADN MAC utilisées pour l’assemblage. En orange, la densité en gènes
non-codants. En rouge, la couverture en lectures ARN-seq d’un échantillon de cellules au stade
végétatif. En vert, la densité en sites de télomérisation détectés par les lectures de séquençage
contenant en partie des répétitions télomériques. L’arc bleu extérieur représente la portion de
séquence masquée, et donc n’appartenant pas à ce qu’on appelle le MAC constitutif.
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Figure VI.2 – Corrélation entre taille de génome et nombre de gènes ou d’IES

Un point représente le génome d’une espèce de paramécie. L’abscisse donne la complexité du
génome et l’ordonnée le nombre de gènes codants (colonne de gauche) ou le nombre d’IES (co-
lonne de droite). Les génomes MAC assemblés sont sur la première ligne et les génomes MAC
constitutifs sur la deuxième (voir texte principal).
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VI.2 Positionnement phylogénétique des WGD

Dans les sections III.3.4 et IV (p. 85 et p. 89), j’ai exposé pourquoi la paramécie est un
bon modèle pour étudier l’évolution et la dynamique des génomes après un événe-

ment aussi dramatique qu’une WGD. En effet, le génome de Paramecium tetraurelia montre
les stigmates d’au moins trois WGD (récente, intermédiaire et vieille), dont la plus récente
est encore très visible au niveau nucléotidique (Aury et al. 2006). Une WGD entraine
généralement une vague de perte massive de gènes. Cette perte ne se fait pas au hasard,
elle est soumise à différentes pressions sélectives. Le pré-article de Gout et al. (2019)
utilise les nouveaux génomes de paramécie disponibles afin de documenter la dynamique
de perte de gènes après une WGD. Cette étude propose notamment que la perte de gènes
après une WGD serait plus lente chez les paramécies que chez d’autres espèces, suggérant
une pression sélective plus forte.

McGrath et al. (2014b) ont montré que les deux dernières WGD (WGD récente et
intermédiaire) subies par Paramecium bi- sex- et tetr- aurelia ont eu lieu après la divergence
entre P. caudatum et le groupe aurelia. Dans Gout et al. (2019), nous confirmons que
toutes les aurelia partagent effectivement ces deux WGD, et qu’elles ont eu lieu après la
divergence de P. caudatum et P. multimicronucleatum (voir Figures VI.3 p.166). Malheureu-
sement, les places phylogénétiques des nouveaux génomes de paramécie ne permettent
pas d’affiner plus précisément la datation de ces deux WGD. Le positionnement phylo-
génétique de la WGD qualifiée de vieille reste largement incertain. Ruehle et al. (2016)
ne voient aucune évidence d’une WGD chez Tetrahymena thermophila, et McGrath et al.
(2014a) ont montré que cette WGD s’est produite avant la divergence de P. caudatum (et
P. multimicronucleatum par Gout et al. (2019)). Le séquençage de génome d’espèces avec
une place phylogénétique entre Tetrahymena et P. caudatum ainsi qu’une analyse dédiée
des génomes de P. polycaryum et P. bursaria pourraient nous apporter des précisions sur la
datation de la "vieille" WGD (voir Figures VI.3 p.166).
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WGD intermédiaire et récente

WGD vieille

?

Figure VI.3 – Positionnement phylogénétique des WGD

Phylogénie des paramécies, inférée à partir des séquences ITS1-5.8S-ITS2. Les valeurs de bootstrap
(1000 pseudo-replicats) et les probabilités bayésienne sont indiquées sur les nœuds. Les flèches
rouges indiquent le positionnement phylogénétique des WGD dans l’histoire évolutive des para-
mécies. La WGD qualifiée de vieille n’est pas encore positionnée précisément. Figure modifiée de
Lanzoni et al. (2016).
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VI.3 Les pseudogènes et gènes non-codants

Les génomes de paramécies sont très denses en gènes. La taille extrêmement basse des
introns conduit à un génome codant à ∼80%. De plus, la détection d’ORF est facilitée

par le code génétique des ciliés, n’utilisant qu’un seul codon terminateur de traduction
(voir section I.2.2.2 p. 12). Entrainé à ce genre de caractéristiques génomiques, le prédic-
teur de gènes EuGene a du mal à supporter une grande portion de séquence sans gène (Ar-
naiz et al. 2017). Dans le cas où l’ORF n’est pas évidente, de faibles signaux intrinsèques
(voir section II.1.2 p. 34) vont conduire à l’annotation de nombreux gènes non-codants.
Au delà des classiques ARNt, ARN ribosomaux, snoARN, snARN et SRP ARN (voir sec-
tion I.2.2.2 (p. 12) Kumazaki et al. (1982), Chen et al. (2009)), seuls quelques exemples
de gènes non-codants sont connus chez la paramécie (ARN pour la télomérisation de novo
(McCormick-Graham and Romero 1996) ; MS2a et b, ARN spécifiques de l’autogamie
(Tanabe 2006)). Plusieurs centaines de gènes non-codants putatifs ont été annotés dans
chacune des espèces (voir Table VI.1 p160). Une conservation inter-espèce pourrait être
un bon indicateur de la réelle existence du gène et d’un potentiel rôle fonctionnel.

La procédure d’annotation des gènes n’intègre pas l’existence de pseudogènes (voir
section I.2.2.2 p. 15). Un locus portant un pseudogène dont la séquence codante est abi-
mée va avoir tendance à être annoté en plusieurs petits gènes codants ou non. Une partie
des gènes codants annotés sont donc probablement des pseudogènes plus ou moins dété-
riorés. Il y a plusieurs années, dans le cadre d’un projet de ré-annotation communautaire
du génome de P. tetraurelia avec Apollo (voir section II.1.5 p. 40), l’alignement des pa-
ralogues de WGD permettait tout d’abord de détecter les erreurs d’assemblage et donc
d’annotation, mais décelait également le ou les membres de la famille multi-génique en
cours de pseudogénisation. Avec la même idée, il serait intéressant d’utiliser les autres
génomes de paramécies pour annoter les pseudogènes et ainsi corriger et enrichir l’anno-
tation. Pour réaliser cette analyse, des liens d’orthologie sont nécessaires. Même si pour
cette étude des pseudogènes le problème ne se pose pas forcément, le calcul de l’ortho-
logie entre les espèces du groupe aurelia est assez difficile car les WGD compliquent la
tâche. En effet, pour certains couples d’espèces (P. tetraurelia et P. sexaurelia), la divergence
entre paralogues WGD est comparable à la divergence entre orthologues. Donc la possi-
bilité d’établir un mauvais lien d’orthologie est grande. Toujours est-il ce travail doit être
réalisé le plus proprement possible pour profiter au maximum de cette nouvelle ressource
génomique.





Chapitre VII

Les génomes MIC

Le génome MAC commence à être bien caractérisé. En revanche, la structure et la com-
position du génome MIC, de par son accessibilité difficile, restent encore peu connus.

Pour caractériser ses éléments spécifiques, nous comparons (bioinformatiquement), à la ma-
nière de la paramécie, des séquences germinales non réarrangées au génome somatique
réarrangé.

VII.1 Les chromosomes MIC

L’article de Guérin et al. (2017) a posé le principe de la méthode de purification
de noyaux MIC végétatifs. L’échantillon contenait suffisamment de matériel d’ADN

purifié pour être séquencé et assemblé. Bien que fragmenté, l’assemblage a apporté des
éléments intéressants comme la taille du génome MIC de P. tetraurelia (∼100 Mb) ou la
découverte de nouvelles familles d’ET. Il a également révélé que certaines séquences du
génome MIC éliminées pendant les réarrangements étaient absentes dans un séquençage
d’ébauches en développement de cellules déplétées en PGM (ADN PGM) (voir section
V.2 des résultats p. 135). Cet essai concluant a prouvé l’utilité et le bénéfice d’avoir un
échantillon d’ADN micronucléaire afin d’accéder au génome MIC dans son ensemble.
Frédéric Guérin, du CFG, a purifié les noyaux MIC de 7 nouvelles espèces de paramécie
pour le séquençage (voir Table VI.1 p. 160).

VII.1.1 Assemblage des génomes MIC

Pout réaliser le meilleur assemblage possible, le CFG a adopté la stratégie de séquen-
çage suivante : (1) Séquençage très profond des échantillons d’ADN MIC en Illumina

avec des lectures pairées de 250 nt de fragments de 400pb (2) Annotation des IES grâce
au logiciel ParTIES (Denby Wilkes et al. 2016) (3) afin d’aider l’assembleur, élimination
de l’ambiguïté apportée par les lectures provenant de l’ancien MAC au niveau des IES
(voir section V.1.1 des résultats p. 105). Au fur et à mesure, F. Guérin a amélioré la pureté
des échantillons et ce nettoyage n’a eu possiblement que peu d’impact sur les derniers
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échantillons. (4) Fusion des lectures chevauchantes pour former des séquences de 400 pb
de haute qualité. (5) Assemblage des lectures MIC à l’aide d’un assembleur OLC (voir
section I.3.3 p. 26) (6) Ne pouvant obtenir des quantités d’ADN MIC suffisantes pour
des banques de fragments longues distances, nous avons opté pour un séquençage mate-
pair Illumina d’un ADN PGM (au moins 3 tailles de fragments). Nous étions conscients
des limites de ces échantillons d’ADN PGM mais, au moment du séquençage, c’était la
meilleure option.

Toute cette procédure est assez complexe et assez coûteuse. Dans l’avenir, il est pro-
bable que nous essaierons d’avoir recours à des stratégies plus simples et à l’utilisation de
séquenceurs de troisième génération (voir section I.3.2.3 p. 23). Malgré le taux d’erreur,
les lectures longues pourront résoudre un certain nombre de problèmes que nous allons
aborder dans le paragraphe suivant. Toutefois, il est vrai que la faible quantité de matériel
génétique purifiable reste un problème majeur à résoudre. Aujourd’hui, ces technologies
requièrent des concentrations d’ADN MIC que nous ne sommes pas encore en mesure
de fournir (quelques µg). Pourtant des données préliminaires montrent des résultats en-
courageants d’assemblage de novo de lectures longues ONT sur des cellules déplétées en
Pgm ou en Ezl1. Toutes ces méthodes sont en constante évolution. A l’image des projets
de séquençage de cellules uniques, le rêve serait de mettre un MIC dans un tube et de
séquencer l’ADN qu’il contient...

VII.1.2 Quelle est la structure des chromosomes ?

La Table VI.1 (p. 160) donne des statistiques sur 7 assemblages MIC obtenus (P. biaurelia,
P. octaurelia, P. pentaurelia, P. primaurelia, P. sexaurelia, P. tetraurelia et pour P. sonneborni

nous ne disposons que de contigs). Malheureusement, pour les espèces P. caudatum et P.
tredecaurelia nous n’avons pas pu obtenir de scaffolds. Les séquençages des échantillons
MIC ont permis, néanmoins, d’annoter les IES de ces génomes (voir section VII.2.2.1
suivante p. 174).

Tous les génomes MIC d’espèces du groupe aurelia semblent avoir une complexité
d’environ 100 Mb (voir Table VI.1 p. 160). Il faut noter néanmoins la particularité du gé-
nome de P. sonneborni dont les ∼200 Mb seraient liées, d’après des analyses préliminaires
(de L. Duret, E. Meyer et L. Sperling), à des phénomènes d’introgression de matériel géné-
tique provenant d’espèces du groupe aurelia. En revanche, tous les scaffolds, de l’ensemble
des génomes MIC, n’excèdent pas une taille maximum de ∼1.1 Mb, une longueur com-
parable aux scaffolds MAC. Même si les statistiques globales de qualité d’assemblage sont
loin d’être honteuses, nous avons été déçu par ces résultats. Nous espérions assembler
les chromosomes MIC. Comme discuté par Duret et al. (2008), chaque scaffold MIC,
borné par des séquences télomériques, aurait rejoint deux (ou plus) chromosomes MAC.
Or nous observons que les scaffolds MIC sont plus ou moins comparables aux scaffolds
MAC. Il est vrai que les scaffolds MIC portent plusieurs milliers de Kb supplémentaires,
notamment aux extrémités. Dans la section VII.2 suivante (p. 172), nous verrons ce que
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contiennent ces séquences MIC. Cependant, la question de la structure des chromosomes
MIC demeure. Est ce que les chromosomes MIC sont, en effet, équivalents aux chromo-
somes MAC ? Ou bien est ce que malgré nos efforts, nous nous heurtons toujours aux
mêmes problèmes d’assemblage au niveau probablement de répétitions complexes.

Seul marqueur de la fin des chromosomes, nous n’avons aucune certitude sur ce qu’est
un télomère MIC (voir section I.2.1 p. 7). Ils pourraient être équivalents aux télomères
MAC (voir sections III.3.2.2 p. 74), ou composés de répétitions complètement différentes.
Pourtant des évidences préliminaires semblent nous apporter quelques éléments de ré-
ponse. Des lectures longues ONT portant des répétitions télomériques (semblables à celles
des MAC), alignées sur l’assemblage MIC et l’utilisation d’assemblages de novo de lectures
ONT suggéreraient que les scaffolds MIC s’interrompraient juste avant les extrémités des
chromosomes. Des cartes de recombinaison réalisées par Laurent Duret iraient également
dans ce sens. Je garde bon espoir que nous parviendrons prochainement à estimer le
nombre de chromosomes MIC de la paramécie.

Autre élément structurant les chromosomes : les centromères. Sur ce sujet, le mystère
est encore plus grand que pour les télomères. Nous n’avons aucune idée de ce qu’est
un centromère de paramécie (voir sections I.2.1 p. 7 et III.3.1 p. 64). Les chromosomes
MIC, sont ils monocentriques ou holocentriques ? Si les centromères sont composés de
séquences de basse complexité, il est possible que ces séquences ne soient tout simple-
ment pas dans l’assemblage et que les scaffolds s’interrompent à ces loci. Lhuillier-
Akakpo et al. (2016) ont démontré que le marquage du variant de l’histone H3 centro-
mérique (CenH3) disparaissait au cours du développement macronucléaire. L’inactivation
des gènes PGM ou EZL1 (voir section III.3.2.3 p. 75) empêche la disparition du marquage
CenH3, suggérant que la perte des séquences centromériques est causée par l’élimination
d’ADN pendant les réarrangements programmés. Les séquences centromériques ont donc
un comportement similaire aux IES. Il est donc envisageable que toutes ou une partie des
IES jouent le rôle de centromères. Les procédures de ChIP-seq sur des modifications d’his-
tones ont été mises au point chez la paramécie (Frapporti et al. 2019). Il serait intéressant
de tenter de sélectionner les séquences centromériques associées à CenH3. L’exploitation
des données pourrait être assez acrobatique en raison de la nature vraisemblablement
répétée des centromères. Encore une fois, l’apport d’un séquençage de lectures longues
pourrait lever un certain nombre d’ambiguïtés.
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VII.2 Que contiennent les génomes MIC ?

VII.2.1 Toutes les paramécies ont elles le même contenu en ET ?

Àl’aide d’approches par homologie, le premier assemblage MIC de P. tetraurelia a per-
mis de caractériser les premiers retrotransposons (RT) de paramécie (Guérin et al.

2017) (voir section V.2 des résultats p. 135). Ces consensus de LINE viennent s’ajouter aux
quelques ET à ADN de la super-famille des TIR (Arnaiz et al. 2012) (voir section V.1.1
des résultats p. 105). Uniquement 10% du génome MIC éliminé pendant la maturation du
MAC de P. tetraurelia est annoté comme dérivé d’ET.

Afin d’avoir une vision plus exhaustive du paysage des ET de paramécie, le CFG a en-
gagé un grand projet d’annotation des ET par des approches de novo (voir section II.2.2.1
p. 48). Le logiciel d’annotation REPET (Flutre et al. 2011) a été utilisé sur les génomes
MIC (voir Table VI.1 p. 160). La Figure VII.1 (p.173) présente les résultats préliminaires
de cette analyse REPET. Les ET annotés sont majoritairement des LINE (RIX) et des TIR
(DTX). Déjà détecté chez Oxytricha et Tetrahymena , nous observons, pour la première fois
chez la paramécie, des évidences de la présence d’ET de la super-famille des Hélitrons
(DHX) (voir section II.2 p. 42) (Chen et al. 2014, Hamilton et al. 2016). Comme pour
Tetrahymena, les ET de la super-famille LTR semblent ne pas avoir colonisé les génomes de
paramécies (Hamilton et al. 2016). Pourtant, avec cette image plus complète des familles
d’ET de paramécie, les copies n’occupent toujours que 12% à 25% du génome MIC réar-
rangé (entre 3 et ∼8 Mb ; voir Figure VII.1 p.173). Les proportions de complexité occupée
par chaque classe d’ET semblent assez similaires au sein des espèces de paramécie. Même
si nous ne sommes pas encore certains de la raison, on peut néanmoins noter que les
Hélitrons paraissent occuper une plus grande proportion du génome de P. octaurelia. Une
explication pourrait venir de l’état de dégradation des copies, variable selon les espèces,
et donc de leur capacité a être assemblées. En effet, toutes ces méthodes d’annotation
dépendent de la qualité de l’assemblage. Il est vrai que l’ensemble des copies d’ET de
paramécie publiées jusqu’à présent semblent être fortement dégradées dans le génome
MIC, favorisant l’assemblage mais pénalisant la sensibilité de détection. Pourtant, dans le
cas de copies très récentes (ou peu altérées), l’assemblage de ces régions sera confronté
au problème de collapse, entrainant une sous détection de l’ET (car artéfactuellement non
répétées) et/ou une sous estimation de l’abondance de l’ET dans le génome. Quoi qu’il
en soit, il reste encore du travail pour décrypter le contenu de ces génomes.



VII.2. Que contiennent les génomes MIC ? 173

biaurelia octaurelia pentaurelia primaurelia sexaurelia sonneborni tetraurelia

G
en

om
e 

T
E

 o
cc

up
an

cy
 p

ro
po

rt
io

n

0
20

40
60

80
10

0

RIX RXX RSX DTX DHX DXX

5.7Mb 3.5Mb 4.3Mb 4.6Mb 4.7Mb 7.8Mb 3.9Mb

Figure VII.1 – Complexité de génome occupée par les ET

Proportion de la complexité génome occupée par chaque classe d’ET chez P. biaurelia, P.octaurelia,
P. pentaurelia, P. primaurelia, P. sexaurelia, P. sonneborni et P. tetraurelia. Les couleurs correspondent
aux classes d’ET définies par Wicker et al. (2007) (voir section II.2 p. 42). Les ET de classe 1 sont
en rouge (les éléments LINE), bleu (rétroélément dont l’ordre n’a pas été clairement identifié) et
vert (les éléments SINE). Les ET de classe 2 sont en violet (les éléments TIR), orange (les éléments
Helitron) et jaune (transposon à ADN dont l’ordre n’a pas été clairement identifié). La complexité
de génome occupée par l’ensemble des copies d’ET est indiquée au dessus de chacune des barres.
Ces résultats ont été tirés de données d’analyses REPET non publiées et donc préliminaires.
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VII.2.2 Les IES

VII.2.2.1 Toutes les paramécies ont elles des IES ?

En 2012, les 45 000 IES du génome de P. tetraurelia ont été cataloguées (Arnaiz et al.
2012). Avec C. Denby Wilkes, nous avons standardisé les procédures d’identification

des IES et créé la suite logicielle ParTIES (Denby Wilkes et al. 2016). Avec un séquençage
adapté et un génome MAC de référence, annoter les IES d’un génome de paramécie n’est,
a priori, plus un problème. En suivant la stratégie de purification de noyaux MIC (Guérin
et al. 2017), des échantillons d’ADN MIC ont été séquencés permettant l’annotation des
IES pour 8 nouvelles espèces de paramécie (P. biaurelia, P. caudatum, P.octaurelia, P. pentaure-
lia, P. primaurelia, P. sexaurelia, P. sonneborni et P. tredecaurelia). La Table VI.1 (p. 160) donne
le nombre d’IES détectées.

Contrairement à Tetrahymena qui ne compte que 12 IES excisées précisément dans
son génome (Hamilton et al. 2016, Cheng et al. 2016, Feng et al. 2017), tous les
génomes de paramécies, jusqu’à présent, semblent contenir un grand nombre d’IES, avec
des caractéristiques similaires aux IES de P. tetraurelia. Ce résultat n’est pas surprenant, car
tous les facteurs de la machinerie d’excision des IES sont relativement bien conservés dans
ces espèces (Bischerour et al. 2018). La Figure VI.2 (p.164) montre une bonne corrélation
entre la complexité du génome MAC (constitutif) et le nombre d’IES. Ne disposant pas
d’ADN MIC pour l’espèce P. polycaryum, la Table VI.1 (p. 160) présente les résultats de
la méthode MILORD (voir section V.1.2 des résultats p. 127) de détection de TA-indels
(voir section III.3.2.1 p. 71) à partir d’un séquençage d’ADN MAC. Cependant, cette sous
estimation de 222 IES, ou plus exactement TA-Indels, ne doit pas être loin de la vérité si
l’on en croit la bonne corrélation entre nombre d’IES et taille de génome MAC (voir Figure
VI.2 p.164). Le séquençage d’un ADN MIC (ou un ADN PGM) de P. polycaryum pourrait
lever cette incertitude. Plus généralement, l’origine évolutive des IES excisées précisément
au sein du phylum des paramécies est une question en suspens. Et la recherche d’IES
dans des paramécies avec une place phylogénétique à mi chemin entre Tetrahymena et P.
caudatum (P. bursaria, P. duboscqui, P. germanicum ou P. goertzi FT8) pourrait nous apporter
des éléments de réponse (voir Figures VI.3 p.166).

Dans Arnaiz et al. (2012), nous avons documenté la dynamique d’appari-
tion/disparition des IES au cours de l’histoire évolutive de P. tetraurelia, en nous servant
des marqueurs temporels que sont les WGD. A l’aide des données sur les IES de toutes ces
espèces de paramécies, nous pouvons maintenant préciser ces informations. Un article en
préparation (Sellis et al.) présente l’étude de l’histoire évolutive des IES et la dynamique
de perte et de gain d’IES au sein de la clade Paramecium. L’étude confirme, en effet, la
plupart des hypothèses avancées dans Arnaiz et al. (2012) : la majorité des IES se sont
insérées avant la divergence des espèces du groupe aurelia et le taux de perte est globa-
lement assez uniforme durant l’histoire évolutive de la paramécie. Pourtant, l’espèce P.
sonneborni sort du lot. Elle semble avoir subi une vague d’insertions d’IES plus récente. De
plus, son génome contient des IES en plusieurs milliers de copies identiques, également
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trouvées dans l’espèce P. tredecaurelia. Cette observation pourrait être la première évidence
de l’existence d’IES "mobile", non-autonome.
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VII.2.2.2 Avons nous catalogué toutes les IES ?

Le module MICA de ParTIES annote les IES par comparaison entre une séquence de
référence sans IES et un séquençage ou assemblage contenant les insertions. En pra-

tique, un séquençage d’ADN MIC (ou d’ADN de cellules déplétées pour un facteur im-
pliqué dans les réarrangements ; voir section III.3.2.3 p. 75) est comparé au génome MAC
de référence. Les IES annotées sont donc, par définition, localisées dans les régions gé-
nomiques MIC colinéaires au génome MAC. Or au moins 25 Mb de grandes régions
génomiques MIC sont éliminées du génome MAC. Par ailleurs, d’abord mis en évidence
par Duharcourt et al. (1998), Bétermier et al. (2000) ont caractérisé l’excision d’une
petite IES, insérée dans une grande IES, transitoirement détectable pendant les processus
sexuels. Il est donc parfaitement envisageable que des segments soient excisés transitoi-
rement et précisément entre deux TA (comme des IES) au milieu des grandes régions
génomiques MIC qui seront finalement éliminées du génome MAC.

La déplétion des facteurs indiqués dans la Table III.2 (p. 80) induit la rétention de
certaines catégories d’IES. Par exemple, la dépletion de Dcl2/3 provoque la rétention si-
gnificative de seulement 6% des IES (N=3000) (Sandoval et al. 2014, Lhuillier-Akakpo
et al. 2014) (voir section III.3.2.3 p. 75). En revanche, toutes les régions imprécisément
éliminées du MIC sont couvertes par un séquençage d’un ADN DCL2/3. Autre exemple,
dans un contexte où le gène EZL1 est inactivé, 30% des IES sont parfaitement excisées
alors que l’ensemble du génome MIC est séquencé (Lhuillier-Akakpo et al. 2014, Gué-
rin et al. 2017). Avec une analyse préliminaire MILORD (voir section V.1.2 des résultats
p. 127) de détection d’événements d’excision cryptique (voir section III.3.2.1 p. 71) dans
le génome MIC à l’aide des lectures de séquençage d’un ADN DCL2/3, on s’aperçoit que
certains TA-indels sont très fréquents. La Figure VII.2 (p.177) montre une région MIC éli-
minée dans le MAC, où l’on voit deux segments excisés (entre deux TA) dans un contexte
DCL2/3 inactivé. Cet exemple indique l’existence d’IES dans une région MIC spécifique.
Même, si cela pose la question de l’existence réelle de ces nouvelles IES dans un contexte
sauvage, une analyse dédiée doit être menée pour toutes les annoter.
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Figure VII.2 – IES dans une région MIC spécifique

Région génomique éliminée pendant les réarrangements, mis en en évidence par l’absence de cou-
verture en lectures de séquençage MAC (piste rouge en bas). En gris la couverture de séquençage
de l’échantillon d’ADN MIC utilisé pour l’assemblage du génome MIC. La couverture en lectures
de séquençage de l’ADN d’ébauches en développement de cellules déplétées pour Pgm (en vio-
let) ou pour Dcl2/3 (en vert). L’inactivation de DCL2/3 entraine la rétention de la majorité des
séquences éliminées imprécisement mais ne retient que quelques milliers d’IES sur les 45000. Les
flèches rouges montrent deux TA-indels visiblement excisés dans un contexte déplété en Dcl2/3.
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VII.2.2.3 Un rôle fonctionnel pour les IES ?

Plus de 90% des sites d’insertion d’IES sont conservés au sein des espèces du groupe
aurelia (Sellis et al. en préparation). Grâce au système d’élimination des IES de la

paramécie, il est manifestement difficile ou inutile de se défaire d’une IES dans le génome
MIC (Arnaiz et al. 2012). En revanche, en comparant les IES paralogues de la WGD
la plus récente, nous observons que leurs séquences divergent rapidement, traduisant
une absence de pression de sélection. Dans Sellis et al. (en préparation) sont rapportés
des résultats équivalents en comparant les IES orthologues. Pourtant, dans cette même
étude, nous identifions ∼70 familles d’IES très conservées au sein des espèces du groupe
aurelia. Ces IES conservées peuvent se localiser dans les séquences promotrices, les UTR
ou les exons des gènes. Ces rares cas de contrainte de sélection forte sur les séquences
laissent suspecter un rôle fonctionnel de ces IES. Le seul exemple publié d’IES avec un rôle
fonctionnel, est l’IES du gène mtA (voir section III.2.3.1 p. 61). L’idée d’un rôle fonctionnel
pour ces IES conservées est d’autant plus séduisante que certaines IES sont transcrites
(basé sur des données mARN-seq) transitoirement pendant l’autogamie.

Comme nous l’avons vu précédemment, pendant les processus sexuels, la maturation
du nouveau MAC nécessite notamment l’excision de 45 000 IES pouvant interrompre les
ORF des gènes. Avant que les ébauches en développement soient pleinement matures, les
fragments de l’ancien MAC assurent la majorité de la transcription génique (80%) (Ber-
ger 1973). Progressivement les ébauches prennent le relais transcriptionnel des fragments.
Donc dans une fenêtre de temps précoce et relativement courte, il est possible que des co-
pies de gènes contenant encore leurs IES soient transcrites. Dans l’écrasante majorité des
cas, ces transcrits aberrants seront non fonctionnels et donc dégradés (voir section III.3.3
p. 82). Pourtant, l’idée que des IES pourraient être impliquées dans le développement du
MAC, a été émise il y a quelques années. En effet, une IES, qui est par nature transitoi-
rement présente dans le génome, pourrait être un élément régulateur parfait. Sa présence
ou non modifierait l’activité d’un gène, soit en permettant son expression transitoire (à
l’image de l’IES de mtA contenant une partie de la séquence régulatrice et des premiers
acides aminés), soit en ajoutant des acides aminés nécessaires à la fonction de la protéine.
Alimentant cette hypothèse, nous avons montré que le blocage des réarrangements pro-
voque la non répression de certains gènes (exemple PGM) suggérant que la non excision
des IES induirait un dérèglement transcriptionnel (Marmignon et al. 2014, Frapporti
et al. 2019).

Je suis convaincu que l’IES du gène mtA n’est pas la seule IES avec un rôle fonctionnel,
et la comparaison multi-espèces des séquences sera une source d’information considérable
pour dénicher d’autres cas.
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VII.2.3 Y a-t-il des gènes cachés dans le MIC ?

Chez les ciliés, le génome macronucléaire somatique est transcriptionnellement actif et
contient les gènes fonctionnels, alors que le génome germinal micronucléaire n’est

pas exprimé pendant la vie végétative. Comme chez la paramécie, le génome MIC de
Tetrahymena subit des réarrangements de génome pendant le développement du MAC :
une fragmentation des chromosomes et une élimination imprécise de grandes régions
avec réligation des jonctions (voir section III.3.1 p. 64). Lin et al. (2016) ont montré
que certains mini-chromosomes sont perdus peu de temps après la division caryonidale.
Un de ces chromosomes non maintenus contient le gène TPB6 (Tetrahymena PiggyBac 6,
une transposase domestiquée piggyBac) requis pour l’excision précise des quelques IES
intragéniques de Tetrahymena (Feng et al. 2017). Chez Euplotes crassus, un autre cilié, Ka-
ramysheva et al. (2003) ont montré qu’un des gènes TERT (EcTERT-2), codant pour la
sous-unité catalytique de la télomérase, est exprimé transitoirement pendant le dévelop-
pement macronucléaire. Cette régulation transcriptionnelle s’exerce par une disparition
du gène dans les MAC végétatifs. Ces deux exemples révèlent que des séquences spéci-
fiques de la lignée germinale peuvent porter des gènes fonctionnels. Comme pour les IES,
abordées dans le paragraphe précédent, l’élimination de l’ADN conduit naturellement à
une régulation transcriptionnelle efficace et originale (Singh et al. 2014).

La composition de la partie du génome MIC éliminée pendant les réarrangements
reste encore largement inconnue. Entre 12% et 25% des séquences seraient occupées par
des copies d’ET. Sous condition que les séquences répétées soient correctement assemblées
(peu probable), les satellites ne couvriraient que 5% du génome MIC spécifique (Guérin
et al. 2017). Les 70% restant sont encore un mystère. Toutes ces séquences, ne seraient-
elles que de la matière noire (séquences inclassifiables pouvant provenir d’anciens ET ou
de séquences à basse complexité) (Maumus and Quesneville 2014) ? En relation avec
le paragraphe précédent, il est tentant de penser que ce génome contiendrait des gènes
fonctionnels comme TPB6 ou EcTERT-2. N’étant sous aucune pression de sélection, il est
également possible que cette portion du génome MIC soit un réservoir à pseudogènes.
Dans un futur proche, je souhaite m’atteler à percer les secrets, encore cachés, du génome
MIC ...
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