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INTRODUCTION

Famille des rosacées

La famille des Rosaceae est une famille majeure qui présente une diversité de plantes
d’intérêt économique, que ce soit d’un point de vue alimentaire ou ornemental. Cette
famille regroupe près de 100 genres et 3000 espèces (Soundararajan et al., 2019). Elle
présente une diversité importante de type de fruits parmi lesquels on retrouve des drupes,
pommes, drupelets et akènes. Les études phylogénétiques des Rosaceae basées sur des
séquences nucléaires et chloroplastiques ont permis la construction de trois familles à partir
de 88 genres (Potter et al., 2007). Ainsi, les Rosaceae sont constitués des sous-familles
des Amygdaloideae, Rosoideae et des Dryadoideae qui présentent une grande diversité
génétique. Les Amygdaloideae sont subdivisés en trois groupes dont les Amygdaloideae
(n=8) qui rassemble des organismes tels que la cerise, le pêcher ou l’abricot du genre
Prunus. On retrouve aussi les Spiraeaoideae (n=9) groupant des organismes tels que
les Spirées (genre Spiraea). Pour finir, les Amygdaloideae rassemble les Maloideae (aussi
appelé Pomoideae) qui présentent principalement des espèces n=17 avec des organismes
tels que les pommiers (genre Malus), poiriers (genre Pyrus) et sorbier du genre Sorbus.
Chez les Rosaceae on retrouve aussi la sous-famille des Rosoideae (n=7) qui rassemble les
fraisiers (genre Fragaria), le framboisier (genre Rubus) et le rosier du genre Rosa. Pour
finir, la sous-famille des Dryadoideae (n=9) rassemble des espèces du genre Cercocarpus et
Dryas. La famille des Rosaceae présente une importante diversité génétique en particulier
du fait du grand nombre de duplications connues par cette famille (Clark & Donoghue,
2018 ; Van de Peer et al., 2017) et en particulier une WGD récente chez les Maloideae
(Daccord et al., 2017 ; J. Wu et al., 2013).

L’histoire évolutive du pommier

Le pommier est une espèce d’importance agronomique qui permet la production de
nombreuses denrées alimentaires (Morgan, 2013). Les espèces du genre Malus partagent
toutes une WGD commune aux Maloideae. Cette WGD a été datée selon les dernières
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estimations entre 13,5 et 27,1 millions d’années (Su et al., 2021). Des espèces du genre
Malus ont été retrouvées presque partout dans le monde, principalement en Eurasie (Cor-
nille et al., 2014). Ce genre regroupe une trentaine d’espèces (Robinson et al., 2001). Au
sein des Malus, différentes espèces sont particulièrement importantes et spécifiquement
Malus pumila Mill., plus connu sous le nom de M. domestica Borkh. Cette espèce est is-
sue de la domestication de Malus sieversii et proviendrait d’Asie Centrale, en particulier
des montagnes de Tian Shan. La dissémination de l’espèce s’est faite le long de la route
de la soie de −3500 av. J.-C. jusqu’au milieu du XVe siècle (Cornille et al., 2019). Cette
dissémination a été à l’origine d’hybridations avec d’autres espèces de pommiers sauvages
et notamment avec Malus orientalis Uglitz. (Cornille et al., 2019) et Malus sylvestris Mill.
(Cornille et al., 2012). Ainsi, pour le génome du cultivar Gala il est estimé que 23 % du gé-
nome provient d’hybridation avec M. orientalis et M. sylvestris (X. Sun et al., 2020). Une
majorité des espèces des variétés de M. domestica sont diploïdes (2n=34). On retrouve
néanmoins 18,5 % de variétés triploïdes (Lassois et al., 2016).

Les mécanismes de duplications, identification et de-
venir des gènes dupliqués

Les duplications de gènes sont des processus particulièrement importants dans l’évolu-
tion des espèces. Dans cet article de revue, nous nous sommes intéressés aux mécanismes
qui aboutissent à la duplication de gènes à différentes échelles. Cet article traite aussi
des différents devenirs possibles pour ces gènes dupliqués. Par ailleurs, cette revue traite
des algorithmes bio-informatiques permettant l’identification des gènes dupliqués suivant
leur mode de duplication. Une partie importante traite notamment de l’identification des
blocs de synténies dans un contexte de WGD, une question clé pour cette thèse.
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Abstract: Gene duplication is an important evolutionary mechanism allowing to provide new
genetic material and thus opportunities to acquire new gene functions for an organism, with major
implications such as speciation events. Various processes are known to allow a gene to be duplicated
and different models explain how duplicated genes can be maintained in genomes. Due to their
particular importance, the identification of duplicated genes is essential when studying genome
evolution but it can still be a challenge due to the various fates duplicated genes can encounter. In this
review, we first describe the evolutionary processes allowing the formation of duplicated genes but
also describe the various bioinformatic approaches that can be used to identify them in genome
sequences. Indeed, these bioinformatic approaches differ according to the underlying duplication
mechanism. Hence, understanding the specificity of the duplicated genes of interest is a great asset
for tool selection and should be taken into account when exploring a biological question.

Keywords: gene duplication; bioinformatic tools; paralogous genes; genome evolution; synteny

1. Introduction

The eukaryotic genome organization is complex and contains different types of sequences with
much of them being non-coding sequences that may have an important impact on genome functioning
and regulation. Moreover, genomes are highly dynamic with several ongoing processes allowing
the creation of genetic novelty necessary for species to evolve and adapt to changing environments.
Among the different possibilities, gene duplication is a very important mechanism providing new
genetic material and opportunities to acquire new functions [1].

In particular, numerous examples have described the role of duplication in some cases of adaptation
to environmental conditions [2]. For example, gene duplication has played a role in nutrient transport
under stress conditions, in protection against heat, cold, or salty environments, in the resistance to
drugs and pesticides, but also in the adaptation to domestication. Gene duplication can also be involved
in speciation, especially via whole genome duplication (WGD) as it is suspected in plants, where a
correlation has been observed between WGD and increased rates of speciation or divergence [3].
In particular, this mechanism is thought to have generated the new flowering plant Mimulus peregrinus
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within the last 140 years [4]. Although less numerous than in plants, some examples also exist in
animals such as in Drosophila where the hybrid-male sterility gene Odysseus was formed by gene
duplication [5]. On the other hand, duplication may also have important deleterious effects in humans
and can be associated with some diseases [6]. For example, the analysis of human genes linked to
diseases made it possible to show that 80% of them have been duplicated in their evolutionary history,
the disease-associated mutation being associated with only one of the duplicated copies [7]. Recently,
the analysis of the evolution of cancer suppression in mammals revealed that species known to be
resistant to cancer contain the most cancer gene copies [8].

Duplicated genes are also called paralogs in contrast to orthologs, to refer to their homologous
relationship, i.e., the fact that they descend from a common ancestor via a duplication event rather
than a speciation event. The terminology concerning duplicated genes can be complex and depends
upon different factors (for a review, see [9]). In particular, it may be difficult to assess precisely the
evolutionary relationships between duplicated genes since duplication is often followed by speciation
and gene loss. Several definitions have been proposed to integrate more or less precise ideas concerning
the mechanism of formation and the evolutionary relationship among paralogs. For example, ohnologs
correspond to paralogs that have been created by WGD [10]. Three new definitions, pro-ortholog,
semi-ortholog, and trans-homolog, were proposed to account for situations in which one or both
lineages that lead to two present-day genes involve gene duplication [11]. In that respect, a pro-ortholog
is a gene that is orthologous to the ancestor of a set of paralogs of the gene under consideration
whereas a semi-ortholog is one of the descendants of an ortholog of the gene under consideration,
after that gene has duplicated. Trans-homologs can be defined as genes related to each other via two
independent duplication events from the same ancestral gene. Moreover, it is also possible to link
paralogous relationships to speciation events with the definition of in-paralogs and out-paralogs [12].
When paralogs from a given lineage have evolved by gene duplication that happened after a speciation
event, they can be referred to as in-paralogs. On the opposite, paralogous genes which have evolved by
duplication events happening before a speciation event, can be referred to as out-paralogs. Many other
terms, although less used, have been proposed to take into account chromosomal position retention,
the combination of vertical and horizontal transmissions or to highlight paralogous genes appearing to
be orthologs due to differential gene loss [9].

In a genome, duplicated genes can thus be formed by various mechanisms and may have different
ages and fates. This makes their bioinformatic identification all the more difficult since according to the
methods used, different duplicated gene datasets will be identified inside the same organism. In this
review, we thus aim at describing the evolutionary processes implicated in the formation and the fate
of duplicated genes as well as the different bioinformatic approaches that can be used to identify them
in genome sequences. The question of deciphering the evolutionary relationships among duplicated
genes will not be discussed in detail, for reviews on the subject see [13,14].

2. Evolutionary Processes Leading to the Formation and the Fate of Duplicated Genes

2.1. How to Make New from Old: Duplication Mechanisms

Duplicated genes can appear under various forms which are the consequences of the mechanisms
that generated them. Some of the mechanisms can be particularly well documented but it is not always
the case, at least for some organisms. According to the mechanism, the results concerning the gene
content can be different since it can either involve individual genes or all genes on entire chromosomes
(Figure 1).
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Figure 1. The different types of duplications. (A) Whole genome duplication which implies complete 
chromosome duplication. (B) Tandem duplications which produce identical adjacent sequences. (C) 
Retroduplication, which produces a retrocopy of a gene devoid of introns and with a polyA tail. (D) 
Transduplication in which a DNA transposon acquires fragments of genes. (E) Segmental duplica-
tions which correspond to long stretches of duplicated sequences with high identity. 

2.1.1. Whole Genome Duplication (WGD) 

In the first mechanism, duplicated genes arise from the duplication of complete chromosomes, 
which correspond to what is called whole genome duplication (WGD) (Figure 1A). In that case, all 
chromosomes from a genome will be duplicated, leading each gene from the genome to exist in two 
copies. This type of duplication has been well documented in plants and is defined as polyploidiza-
tion, for which it is possible to distinguish the mechanism of hybridization between different species 
(allopolyploidization) or inside a given species (autopolyploidization) [15]. Different mechanisms 
have been shown to produce this outcome such as polyspermy, non-reduced gametes or incomplete 
mitosis during the early stage of embryo development [16]. Gene duplication, independently of the 
mechanism of formation, is largely present in plant genomes since on average 64.5% of genes have 
been recognized as duplicated in an analysis that considered 41 genomes and used the same meth-
odology to build gene families, with a range going from 45.5% in a moss to 84.4% in the apple tree 
[17]. It is possible to estimate that several WGD events took place during the evolution of plant spe-
cies, the most ancient happening in the ancestor of all seed plants about 319 million years ago and 
another more recent before the diversification of angiosperms 192 million years ago [18]. A large 
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Figure 1. The different types of duplications. (A) Whole genome duplication which implies complete
chromosome duplication. (B) Tandem duplications which produce identical adjacent sequences.
(C) Retroduplication, which produces a retrocopy of a gene devoid of introns and with a polyA
tail. (D) Transduplication in which a DNA transposon acquires fragments of genes. (E) Segmental
duplications which correspond to long stretches of duplicated sequences with high identity.

2.1.1. Whole Genome Duplication (WGD)

In the first mechanism, duplicated genes arise from the duplication of complete chromosomes,
which correspond to what is called whole genome duplication (WGD) (Figure 1A). In that case,
all chromosomes from a genome will be duplicated, leading each gene from the genome to exist in two
copies. This type of duplication has been well documented in plants and is defined as polyploidization,
for which it is possible to distinguish the mechanism of hybridization between different species
(allopolyploidization) or inside a given species (autopolyploidization) [15]. Different mechanisms
have been shown to produce this outcome such as polyspermy, non-reduced gametes or incomplete
mitosis during the early stage of embryo development [16]. Gene duplication, independently of
the mechanism of formation, is largely present in plant genomes since on average 64.5% of genes
have been recognized as duplicated in an analysis that considered 41 genomes and used the same
methodology to build gene families, with a range going from 45.5% in a moss to 84.4% in the apple
tree [17]. It is possible to estimate that several WGD events took place during the evolution of
plant species, the most ancient happening in the ancestor of all seed plants about 319 million years
ago and another more recent before the diversification of angiosperms 192 million years ago [18].
A large number of WGD are also consecutive to recent events. For example, the wheat group has
evolved through different complex hybridizations among species from the plant genera Aegilops and
Triticum followed by genome doubling. The most recent event giving birth to allotetraploid wheat
(two different diploid parental species) has been proposed to occur about 300,000 to 500,000 years
ago, while an allohexaploid wheat (three different diploid parental species) was formed only about
10,000 years ago [19]. Another domesticated plant, the Oilseed crop (Brassica napus L.) originated
between around 6700 to 51,000 years ago by hybridization between two species, which were themselves
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polyploids [20–23]. The consequences of the different types of hybridization, and thus WGD, are that
many plants arising from these processes have very large genomes. On the contrary, in other organisms,
there are still some debates concerning the occurrence of WGD versus several more local duplications.
This is the case in vertebrates in which the “2R hypothesis”, originally proposed by Susumu Ohno [1],
assumes the existence of two rounds of WGD in their early evolution. The “2R hypothesis” has been
the subject of numerous studies to prove this theory. This has led to numerous works published during
the last twenty years either in favor of the “2R hypothesis”, or in favor of only one round of WGD,
or rejecting any idea of WGD (see for a review [24]). The main reason explaining the difficulty to
determine whether two rounds of WGD happened or not very anciently comes from two phenomena
which could blur the signal. Both phenomena make it harder to detect ancient WGD either through the
loss of signal (fractionation) or increased complexity (diploidization). The fractionation is characterized
by a heavy loss of duplicated genes following WGD [25]. The diploidization refers to the chromosomal
rearrangements and segment loss often observed after WGD when the genome goes back to a diploid
state [26]. Indeed, a return to diploidization involves the transition to disomic inheritance as it has
been proposed in Salmonid species, for example [27]. In a recent work, 61 animal genomes were used
to reconstruct the gene order of the ancestral Amniota genome, to identify duplicated genes produced
by the 2R in this genome, and to reconstruct the timeline of events conducting a pre-vertebrate genome
going from 17 chromosomes to 54 after the occurrence of two successive WGD [28]. Although a lot of
arguments seem now to be more in favor of the “2R hypothesis”, the question is still not completely
resolved. Very recently, an investigation using phylogenetic approaches and tree topology comparisons
of gene families containing at least three members and located on several human chromosomes led to
the conclusion that small-scale duplication (SSD) events scattered on all the animal history were more
likely to be involved in vertebrate genome evolution rather than WGD [29].

2.1.2. Tandem Duplications

At smaller scales, local events called tandem duplication, create a novel copy of a gene next
to it producing tandemly arrayed genes (TAGs) (Figure 1B). The molecular mechanism involved
consists in unequal crossing overs, which can produce regions containing one or several genes,
depending on the position of the breakage on the chromosomes [30]. These unequal crossing overs are
either the result of homologous recombination between sequences (on homologous chromosomes or
on sister chromatids) or of non-homologous recombination by replication-dependent chromosome
breakages [31]. When multiple occurrences of unequal crossovers happen, it might lead to increasing
or decreasing copy numbers in gene families. The molecular mechanism allowing the recombination
depends on the sequences that promote the exchange between chromosomes or chromatids, which can
be long direct repeats (>100 bp) and short ones (>12 bp) [32]. When repeats are long, the tandem
duplication can arise via the homologous recombination whereas when they are short, duplication
arises by single-strand annealing, template switching, or non-homologous end joining. This type of
duplication leads to the formation of clusters of duplicated genes sometimes representing specific
gene families. For example, this mechanism has been shown to confer soybean resistance against cyst
nematode (Heterodera glycines) at Rhg1, a quantitative trait locus on chromosome 18, by changing the
copy number variation that increases the gene expression [33]. In maize, thousands of tandem gene
duplicates were identified that correspond to about 10% of the annotated genes [34]. Some of them
may contribute to a phenotypic variation such as the White Cap locus, which provided the possibility to
select white-grain color [35].

2.1.3. Duplications Via the Action of Transposable Elements

Duplicated sequences can also be formed by the action of transposable elements (TEs) according to
different ways. TEs are repeated sequences with the ability to move from one position to another along
and across chromosomes and which may represent a very large proportion in genomes, going from
about 3% in yeast to more than 80% in maize [36,37]. When they are mobilized, some of them can drag
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host sequences with them or can target the gene transcript, all of these having the consequence to
duplicate the host sequences. There are two mechanisms by which TEs can promote duplication of
complete genes or part of genes as a direct consequence of their transposition: The retroposition and
the transduplication (Figure 1C,D). The retroposition mechanism consists of the reverse transcription
of a messenger RNA from a host gene into a cDNA then inserted in another location of the genome by
the action of the enzymes of a retrotransposon [38]. Genes submitted to this mechanism are located
in the 3′ side of retrotransposons and benefit from a transcription read-through initiated inside the
TE [39,40]. This new gene, that is called a retrocopy, has particular features such as the presence
of a polyA tail in its 3′ end, the loss of introns, and the presence of target site duplication at both
extremities which are the signature of its insertion. Retrocopies have been discovered in different
organisms such as in mammals, and especially in the human genome where thousands of them have
been identified [41,42]. Although less numerous, retrocopies have also been identified in insects
such as in Drosophila melanogaster [43,44], or in the mosquito Anopheles gambiae [45]. Interestingly, it
has been observed a bias in the location in the genome of these retrocopieswhich move from the X
chromosome toward the autosomes in the insects [43,45]. In mammals, X chromosomes seem to have
generated and recruited more retrocopies than the other chromosomes [46]. This type of duplicated
gene is also found in plant genomes. For example, in the rice genome (Oryza sativa), between 491
and 1235 retrocopies were identified according to the methodology [47,48]. In Arabidopsis thaliana,
271 retrocopies were identified [48]. The other mechanism that involves TEs, the transduplication,
happens when DNA transposons incorporate unspliced fragments of different genes, although the
true mechanism is still unknown [49]. The gene fragments may still contain introns. First discovered
in maize, this mechanism has then been documented only in plants such as A. thaliana, Japanese
morning glory, soybean, and rice [49–54]. In rice especially, a particular type of DNA transposons
called Pack-MULE, which represent about 3000 insertions in the genome, has been shown to contain
sequence fragments derived from more than a thousand genes [54].

2.1.4. Segmental Duplications

At a larger scale, segmental duplications, also called “low copy repeats”, correspond to very long
stretches of duplicated sequences that can span between 1 to 200 kb and that share a sequence identity
higher than 95% (Figure 1E; [55]). They have been first observed in several eukaryotic organisms such
as the yeast [56] and humans [57]. These duplications are formed from the replicative transpositions
of small portions of chromosomes. However, the exact mechanism is unclear and the fact that these
duplications do not generate tandem repeats and that no short direct repeats at junction have been
found suggests that neither unequal crossing-overs nor double-stranded breakages followed by repair
are involved [55]. It has been proposed that in yeast, the segmental duplications could result from
replication accidents [58] and that most of these sequences present a certain level of instability that
can be rescued when translocation within another chromosome happens [59]. In Drosophila, high
enrichment in TEs at segmental duplication extremities have been observed, indicating their possible
implication in the duplication formation by homologous repair ends [60]. Similarly in mammals,
particular types of TEs were found to be enriched at the junction of segmental duplications [61,62].
In the human genome, the sequence divergence of the duplicated segments has been used to estimate
their evolutionary age which corresponds to the divergence between the New and Old World monkeys,
35 million years ago [63]. Segmental duplications account for an average of 13.7% of the total human
genome, located in pericentromeric and subtelomeric regions [64]. Moreover, some chromosomes seem
to be enriched in duplicated segments of this type such as the Y chromosome where they represent
50.4% of this chromosome [64]. In other mammals such as rat, mouse, or dog, this type of duplication
is less abundant [64]. The comparative analysis of several genomes of Lepidoptera species made it
possible to determine a large variation in the content of segmental duplications, going from 1.2% in the
silkworm (Bombyx mori) to 15.2% in the postman butterfly (Heliconius melpomene) [65].
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2.1.5. Differences among Duplication Types

Notable differences depending on the formation mechanisms in terms of function, expression,
evolutionary constraints, and protein interactions have been reported. For example, in yeast duplicated
genes issued from WGD are associated with different sets of functions when compared to duplicated
genes generated by SSDs [66,67]. This has also been shown in plants [68–72]. In Arabidopsis and rice,
for example, TAGs were found to be enriched with genes that encode membrane proteins and with
functions in “abiotic and biotic stress” when compared to other duplicated genes. TAGs were also
underrepresented in genes involved in transcription and DNA or RNA binding functions compared to
non-TAG duplicated genes [73]. More recently, Acharya et al. [74] reported a higher multifunctionality,
estimated by the number of GO and Pfam annotations, for WGD duplicated genes compared to SSD
genes in humans. They also observed a significantly higher proportion of essential genes among the
WGD genes relative to SSD genes.

It has also been observed that duplicated genes differ in divergence of expression according to the
mode of duplication. In Arabidopsis and in poplar, for example, WGD genes were found to display
a lower divergence of expression than other duplicated genes [71,75]. In a study deciphering more
deeply the different types of duplicated genes, Wang et al. [48] observed that in Arabidopsis and rice,
WGD genes and TAGs displayed a lower divergence of expression than proximal, retrotransposed
dispersed, and DNA based transposed duplicated genes.

In a recent study in Angiosperms, WGD duplicated genes were shown to be under stronger
constraints to diverge at the sequence and expression level relative to SSDs [76]. It has also been
observed that among WGD genes, those that are also involved in local duplications showed higher
non synonymous substitution rates (Ka) and selection rates (Ka/Ks) than nonlocally duplicated WGD
genes indicating that they evolve faster [77].

When considering protein-protein interactions (PPI) networks, it has been observed that the
fraction of shared PPI between paralogous genes was higher when the genes shared the same function
and showed a higher co-expression [78]. Among duplicated genes, WGD gene pairs displayed a higher
fraction of shared PPIs than other duplicated gene pairs [78]. Arsovski et al. [79] examined the density
of Arabidopsis DNaseI footprints, which are locations of protein binding sites, in the 1000 bp flanking
upstream and downstream sequences of duplicated genes. They found that WGD duplicated genes
had more footprints than TAGs. Moreover, WGD duplicated genes formed denser and more complex
regulatory networks than TAGs when genome-wide regulatory networks were analyzed.

In summary, mechanisms that can lead to the formation of duplicated genes are various. The fates
encountered by the new duplicated genes are also distinct and may depend on several factors.

2.2. Evolutionary Fates of Duplicated Genes

2.2.1. Pseudogenization and Neo-Functionalization

After their formation, duplicated genes can encounter various fates (for a complete review on
this matter, see [80]). The most likely is the pseudogenization or the complete loss of one copy since
only one gene copy will continue to be under purifying selective constraints for its current function,
leaving the other one free to accumulate deleterious mutations. These pseudogenes can be conserved
in the genome. For example, A. thaliana and the rice contain thousands of pseudogenes in their
genomes [81]. In humans, the olfactory receptor gene families have been shown to be composed of
between 60–70% pseudogenes whereas in dogs pseudogenes represent less than 20% in those gene
families, explaining the reduced sense of smell in humans [82,83]. Sometimes, however, the process of
mutation accumulation can drive to a completely different outcome. Different models of population
genetics have been proposed to highlight evolutionary mechanisms explaining the different fates of
duplicated genes allowing them to be maintained in organisms (for specific reviews on this subject,
see [84,85]). It has been proposed that three main steps are needed for duplicated genes to be
maintained: Phase 1 consists of the origin of a genetic change through mutation, phase 2 corresponds
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to the fixation period when the mutation segregates in the population, and phase 3 corresponds to
the preservation period where the duplication is conserved. Although infrequent, a mutation can
provide a new allele giving rise to a new function for the gene copy. If this function is advantageous,
it will be subjected to distinct selective constraints leading to its fixation in the population, in a process
called neo-functionalization. There are two models to explain this mechanism. The Dyhkhuzen-Hartl
model proposes that the mutations at the duplicated gene are fixed by drift and later, during a
change in the environment, the new gene will become advantageous for the organism [86], whereas
the “Adaptation model” proposes that an adaptive mutation is fixed at one of the duplicated locus
because it is immediately advantageous [85]. Various examples of neo-functionalization have been
described. The analysis of the copper transporter gene family, which contains the two genes Ctr1 and
Ctr2, suggested that the metazoan Ctr2 arose several hundred million years ago via a duplication
event of the Ctr1 genomic locus. The resulting Ctr2 then lost the ability to transport copper but
gained the ability to regulate Ctr1 cleavage [87]. In mammals, the family of retinoic acid receptors
(RARs), which play a role in the embryonic development, contains three duplicated genes, RARα, β,
and γ, with RARβ having kept the ancestral RAR role, while the two others have diverged both in
ligand-binding capacity and in expression patterns suggesting that neo-functionalization occurred at
both the expression and the functional levels for these genes [88]. A wide transcriptomic analysis in
maize made it possible to determine that 13% of all gene pairs generated by WGD have been submitted
to regulatory neo-functionalization in leaves [89]. The analysis of a gene family containing three
members in the D. melanogaster genome made it possible to show that the family was created by two
rounds of tandem gene duplication in the last five million years and that the two new duplicated
copies have diverged in function from the parental copy [90].

2.2.2. Sub-Functionalization and Functional Redundancy

Alternatively to the possibilities of pseudogenization and neo-functionalization, the duplicated
genes can be submitted to sub-functionalization. In this process, accumulation of mutations drives
the subdivision of the ancestral gene function among the duplicated genes. The complementarity
can come from a change in the regulatory sequences, leading the two copies to have different
expression patterns that will recapitulate the ancestral one when taken together, for example [91].
Several models have been proposed to explain this mechanism. In the first model called
duplication–degeneration–complementation (DDC) the two gene copies will acquire complementary
functions through independent mutations, which will lead to the need of the two copies to fulfill the
original function by drift rather than by selective constraints [91]. Another possibility is described
by the “gene sharing” model in which the acquisition of two expression domains could predate the
duplication, with each copy losing one of the two afterward [92,93]. A close model corresponds to
the “specialization” model [94] which proposes that an ancestral function is split among paralogs that
will be expressed in different tissues or developmental stages. These two last models predict that the
duplication will be followed by advantageous mutations in all duplicated genes with positive selection
patterns detectable in their sequences. Moreover, it is supposed that the ancestral gene is able to fulfill
the function of all duplicated genes but not so well. Numerous examples of sub-functionalization
have been identified in eukaryotes. For example, in mammals, the Agouti-melanocortin system is
represented by the Agouti protein (ASIP) and the Agouti-related protein (AgRP) whose expression
patterns with distinct physiologic functions were acquired through sub-functionalization such that the
current expression pattern and function of each protein correspond to a subset of the ancestral gene [95].
In tomato, two members of the gene family encoding phytochromes, which are light receptors playing
a role in plant development, exhibit both common and non-redundant functions suggesting that they
have sub-functionalized since their duplication [96]. Finally, it is also possible for the two copies of a
gene to be both maintained in the genome by dosage subfunctionalization, each expressing the ancestral
function, leading to a functional redundancy [97,98]. A model proposed to explain this possibility
stipulates that expression reduction could help the retention of duplicates and the conservation of
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their ancestral function [99]. Several cases have been identified such as, for example, two members
of the mammalian HOX gene complex, Hoxa3 and Hoxd3, implicated in the embryonic development,
that have been shown to display a similar function in mice [100]. In the yeast S. cerevisiae, duplicated
genes were shown to maintain functional redundancy for several million years [101].

2.2.3. The Fates of Duplicated Genes Depend on Different Factors

These different fates can be conditioned by the mechanism that led to the formation of the
duplicated genes. Indeed, it was suggested that tandem duplication could more often produce
duplicated genes having differential partitioning of regulatory sequences which implies that both
genes would be necessary to recapitulate the ancestral expression pattern [102]. In A. thaliana, it was
proposed that pseudogenes are more often derived from tandem duplications although this could be a
bias due to the higher proportion of this type of mechanism compared to others in this organism [70].
The fate of retrocopies is often to become pseudogenes because of the lack of regulatory sequences [38].
However, it is sometimes possible for retrocopies to recruit other regulatory sequences allowing them
to develop a new function. The structure of these retrogenes is usually chimeric with coding or
regulatory features not present in the original genes [43,103–106]. Moreover, it has been observed
in mammals that retrocopies located on the same chromosome than their parental gene have more
chance to remain active indicating a role for the genomic context to maintain their expression [107].
In plants, a positive correlation has been observed between the size of gene family and the number of
pseudogenes, with large families being more subjected to gene loss [81]. However, the gene function
is also an important factor in the fate of duplicated genes. Indeed, in A. thaliana, pseudogenes tend
to have functional counterparts in disease resistance, specialized metabolism cell wall modification,
and protein degradation, whereas transcription factor and receptor-like kinase gene families are devoid
of pseudogenes [70,81]. Other factors may also influence the fate of duplicated genes such as the
number of protein interactions [76,108] as well as particular structural features [109]. According to the
organisms, the outcome and formation mechanism of duplicated genes can also be different. In human
and mouse, for example, the relative contributions of two types of duplication mechanisms made it
possible to show that tandem duplications contributed more to duplications in the entire genome than
retroposition, except for the two-copy gene families, and generated duplicated genes with more chance
to be retained [110]. At another scale in primates, recent duplicated genes originated more often from
segmental duplication than in other mammals in which the main mechanism to generate them rather
corresponds to tandem duplication [111]. WGD in humans was proposed to have generated duplicated
genes functionally more divergent but with a higher proportion of essential genes, which is the opposite
trend to what was observed in yeast [74]. In Drosophila, young duplicated genes were shown to be
preferentially subjected to neo-functionalization, implying the retention of almost two-thirds of these
duplicated genes [112]. In plants, where most duplicated genes are derived from WGD and tandem
duplication, a functional bias can be observed in genes according to their mechanism of formation [70].
Thus, genes involved in responses to environmental stimuli and upregulated in stress conditions are
rather generated by tandem duplication, which implies that this mechanism is important for adaptive
evolution in changing environments. Recently, a model was proposed to explain the gene retention
after WGD in Paramecium species by dosage constraints, i.e., the majority of duplicated genes keep
their ancestral function and are retained to produce the requested amount of proteins to perform this
ancestral function [98].

In the next section, we will present in detail some of the current bioinformatic methodologies
available to identify and analyze duplication in genomes with the goal to emphasize their advantages
and weaknesses according to the situation.

3. Bioinformatic Approaches to Identify Duplications in Genomes

The identification of duplication within or between genomes is a complex process. Many algorithms
have been developed for this purpose and different approaches can be used that have different aims
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and computation costs. Moreover, some of them are more suitable to search for a particular duplication
event, are more optimized for large genomes, can deal with multiple genomes, or can handle genomes
that have undergone multiple duplication and rearrangement events. In addition, there may be
difficulties in the installation, the configuration, the launch, and the parsing of the results. This means
for the user that programming skills may be required to use some of these softwares. There are also
variations in the input data and the pre-processing requirements, the computing time or the associated
visualizations, all of this making the choice of a tool not easy. Moreover, these tools do not all identify
the same type of duplication and may therefore, be more or less adapted according to the biological
question investigated. In summary, there is no stand-alone software that can solve all these problems
and the choice of the tool will depend on computer skills but also on the genomes being compared and
the biological questions being asked. In the following sections, we will present the different types of
algorithms highlighting their specificities, advantages and weaknesses, with a focus on some tools that
will be presented in more detail.

3.1. Paralog Detection

As said before, homologs are genes that share a common ancestry and are divided between
orthologs (derived by speciation) and paralogs (derived by duplication). Based on this definition,
the search for duplicated genes can be done through the identification of paralogous relationships.
Therefore, it can be conducted by either identifying homologous genes in a given genome, which by
definition can only be paralogous, or between multiple genomes before distinguishing orthologs from
paralogs. Several approaches exist to this aim that we will present below.

3.1.1. Homology Assessment

Homology, even if defined by a few words, is a challenging concept to be detected through
bioinformatic tools (for a broad overview, see [13,113]). The only material given to us to infer common
ancestry that may have started millions of years ago is the sequences of contemporary organisms.
A notable exception to this limit came with the rise of paleogenomics which aims at sequencing
genomes of extinct species through preserved elements such as ancient seeds or fossilized body
parts [114]. However, even if paleogenomics provides useful information, the amount of material is
scarce compared to the number of contemporary species. Two methods are typically used to assess the
homology between genes: The sequence similarity and the gene structure. Both methods rely on the
idea that common ancestry (i.e., homology) is the most likely explanation when two genes share a
strong similarity and/or structure. The limitations of these methods account for the aforementioned
problem of inferring history through present traces: Divergence becomes difficult to detect when the
distance between species increases. Hence, when two genes share sequence similarity or structure, it is
a strong indication of homology, but when two genes do not share those, it hardly says anything about
their homology.

The sequence similarity can be tested with a sequence alignment algorithm. The most popular ones
such as BLAST [115], Psi-BLAST [116], and HMMER3 [117] are heuristic methods. Thus, they might
not give the best results, but they drastically save computational time compared to a classical method
such as the Smith and Waterman algorithm [118] even though some implementations have tried to
make it faster as PARALIGN [119] or SWIMM [120]. In the case of homology, the alignment is generally
performed on protein sequence instead of the gene. This allows a greater sensitivity since amino
acid substitutions occur less frequently than nucleotide substitutions allowing silent mutations and
because introns generate a lot of noise [121]. With these methods, the homology is tested against
a cutoff on three different metrics: E-value, bit-score, or percent identity. The e-value is a statistic
representing the expected number of times a given alignment score would occur by chance given the
length and number of sequences being aligned. It is the most widely used metric as a first step to assess
homology. Since the e-value is dependent on the database size, a potential caveat when setting a cutoff

is to apprehend how the results might change for different databases. The bit-score is another metric
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measuring the sequence similarity given the raw score and the score system used but independent
of the length or the number of sequences being aligned. The bit-score might be preferred in the case
of a comparison between alignments since it relies only on the two sequences being aligned. Finally,
percent identity is a straightforward metric giving how many amino acids are identical in the local
alignment. When assessing homology on a genome-wide scale, the difficulty resides in setting the right
cutoff for these metrics. For instance, to capture duplicates that diverged in function, the threshold
needs to be relaxed, but with the risk of increasing the number of false positives. Based on empirical
results, a 30% identity is generally accepted as a significant cutoff for protein homology [122]. However,
countless identified homologs have an identity percentage lower than 30%. The same problem arises
when using only e-value or bit-score. To allow better identification, more complex similarity-based
metrics were developed. For example, Rost [123] proposed a formula based on the homology-derived
secondary structure of proteins (HSSP) curve defined by Sander and Schneider [122] and considering
the number L of aligned residues between two proteins to define a curve to separate true and false
positives. Two proteins are then considered homologous if the proportion p of identical residues over
L aligned residues is higher than the cutoff point defined by the formula. Li et al. [124] proposed a
rewording of Rost’s formula to define different sets of duplicated genes with different stringencies in
human. Since a gold standard cutoff is impossible to determine, a variety of values are used, sometimes
combining different metrics leading to different results (Table 1).
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Table 1. Estimation of the amount of duplicated genes in different species.

Species No. of Considered
Genes

No. of Estimated
Duplicated Genes

% Estimated
Duplicated Genes Methodology Duplicated Gene Types References

Arabidopsis
thaliana

25,557 11,937 46.7
All-against-all nucleotide sequence similarity searches using BLASTN

among the transcribed sequences. Sequences aligned over >300 bp
and showing at least 40% identity were defined as pairs of paralogs.

Not specified, all
paralogous pairs were

searched
[125]

27,558 12,761 46.3 *

All-against-all protein sequence similarity search using BLASTP
(e-value cutoff of e-10). Sequences alignable over a length of 150

amino acids with an identity of 30% were defined as paralogs. Gene
families were built through single-linkage clustering.

Not specified, genes
families were obtained [69]

25,972 10,483–17,406 40.4–67

All-against-all protein sequence similarity search using BLASTP
(e-value cutoff of 1.0). For each pair of genes, blast-hits were merged
to compute the total length and the global similarity of the aligned

regions. Two datasets were constructed with respectively 30 and 50%
sequence identity over respectively 70 and 90% protein length. Gene

families were built through single-linkage clustering.

Not specified, genes
families were all obtained

(gene families)
[73]

22,810 21,622 94.8 *

All-against-all protein sequence similarity search using BLASTP (top
five non-self protein matches with e-value of 10e-10 were considered).

Genes without hits that met a threshold of e-value 10e-10 were
deemed singletons. Pairs of WGD duplicates were downloaded from
published lists. Single gene duplications were derived by excluding
pairs of WGD duplicates from the population of gene duplications.

Tandem duplications were defined as being adjacent to each other on
the same chromosome. Proximal duplications were defined as

non-tandem genes on the same chromosome with no more than 20
annotated genes between each other. Single gene

transposed-duplications were searched for from the remaining single
gene duplications using syntenic blocks within and between 10

species to determine the ancestral locus. If the parental copy had more
than two exons and the transposed copy was intronless, the pair of

duplicates was classified as coming from a retrotransposition. Other
cases of single gene-transposed duplications were classified as DNA

based transpositions. Dispersed duplications corresponded to the
remaining duplications not classified as WGD, tandem, proximal, or

transposed duplications.

WGD, tandem, proximal,
DNA based transposed,

retrotransposed, and
dispersed duplications

[48]
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Table 1. Cont.

Species No. of Considered
Genes

No. of Estimated
Duplicated Genes

% Estimated
Duplicated Genes Methodology Duplicated Gene Types References

Homo sapiens
(human)

33,869–>19,727 12,981 65.8

All-against-all protein sequence similarity search using BLASTP with
the BLOSUM62 matrix and the SEG filter [126], TribeMCL with the
default parameters. Tandem duplications were then searched for

among families.

Gene families (tandem
duplications searched

among families)
[127]

13,298 11,386 85–97 All-against-all protein sequence similarity search using BLASTP with
cutoff expectation <2 and <10-e3.

Not specified, distant
duplicates [128]

31,126 14,473 46.5 * Ensembl family database and genes >300 nt. Tandem duplications
were then searched for among families.

Gene families (tandem
duplications searched for

among families)
[129]

20,415 15,569 76.3 Pooling of different datasets from [130] and all-against-all protein
sequence similarity search using BLASTP. WGD and SSD [131]

22,447 11,740 52.3 * Ensembl version 77, >50% sequence identity, and high confidence for
paralogy. WGD and SSD [74]

Mus
musculus
(mouse)

21,305 14,043 65.9

All-against-all protein sequence similarity search using BLASTP with
the BLOSUM62 matrix and the SEG filter [126], TribeMCL with the
default parameters. Tandem duplications were then searched for

among families.

Gene families (tandem
duplications searched for

among families)
[127]

27,736 16,091 58.01 Ensembl family database and genes >300 nt. Tandem duplications
were then searched for among families.

Gene families (tandem
duplications were

searched for among
families)

[129]
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Table 1. Cont.

Species No. of Considered
Genes

No. of Estimated
Duplicated Genes

% Estimated
Duplicated Genes Methodology Duplicated Gene Types References

Rattus
norvegicus

(rat)

18,468 12,466 67.5
All-against-all protein sequence similarity search using BLASTP with

the BLOSUM62 matrix and the SEG filter [126], TribeMCL with the
default parameters. Tandem duplications were then searched for.

Gene families (tandem
duplications searched for

among families)
[127]

27,194 16,446 60.48 * Ensembl family database and genes >300 nt. Tandem duplications
were then searched for among families.

Gene families (tandem
duplications searched for

among families)
[129]

Oryza sativa
(rice)

18,562 9149 49.3

All-against-all nucleotide sequence similarity searches using BLASTN
were done among the transcribed sequences. Sequences aligned over

>300 bp and showing at least 40% identity were defined as pairs
of paralogs.

Not specified, all
paralogous pairs were

searched
[125]

42,534 8244–19,322 19.4–45.4

All-against-all protein sequence similarity search using BLASTP
(e-value cutoff of 1.0). For each pair of genes, blast-hits were merged
to compute the total length and the global similarity of the aligned

regions. Two datasets were constructed with respectively 30 and 50%
sequence identity over respectively 70 and 90% protein length. Gene

families were built through single-linkage clustering.

Not specified, genes
families were all obtained

(gene families)
[73]

27,910 21,461 76.9 *

All-against-all protein sequence similarity search using BLASTP (top
five non-self protein matches with e-value of 10e-10 were considered).

Genes without hits that met a threshold of e-value 10e-10 were
deemed singletons. Pairs of WGD duplicates were downloaded from
published lists. Single gene duplications were derived by excluding
pairs of WGD duplicates from the population of gene duplications.

Tandem duplications were defined as being adjacent to each other on
the same chromosome. Proximal duplications were defined as

non-tandem genes on the same chromosome with no more than 20
annotated genes between each other. Single gene

transposed-duplications were searched for from the remaining single
gene duplications using syntenic blocks within and between 10

species to determine the ancestral locus. If the parental copy had more
than two exons and the transposed copy was intronless, the pair of

duplicates was classified as coming from a retrotransposition. Other
cases of single gene-transposed duplications were classified as DNA

based transpositions. Dispersed duplications corresponded to the
remaining duplications not classified as WGD, tandem, proximal,

or transposed duplications.

WGD, tandem, proximal,
DNA based transposed,

retrotransposed, and
dispersed duplications

[48]

* These values have been calculated according to the information provided in the corresponding reference article.
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When not working on a genome-scale but on specific sequences, homology imputation can be
reinforced by looking at the gene structure. Domains shared by proteins are strong indicators of
homology. Conserved domains can be found in databases such as Pfam [132] or InterPro [133] and
searched against sequences of interest. This method is also a great tool to unravel complex evolution such
as gene splitting and fusion for multi-domain proteins but require a time consuming manual expertise.

When searching for duplicated genes within a genome, assessing homology inside this genome is
enough. However, when comparing multiple genomes, a link needs to be made between homologs of
the different genomes. This raises the issue of resolving ortholog and paralog relationships. For this,
a different kind of method needs to be applied. At first, methods to identify orthologous genes were
only constructing orthologous groups because they focused on one-to-one ortholog relationships across
multiple species. However, with the addition of one-to-many and many-to-many relationships, paralogs
were included. Therefore, it could be argued that these methods are eligible to detect duplicated genes
across multiple genomes. They are generally split into two categories: The graph-based methods and
the tree-based methods [14,134]. Generally, graph-based methods construct a homology graph then
build clusters of genes based on the types of inferred relationships. On the contrary, tree-based methods
identify clusters of genes before constructing a tree along which the types of relationships are inferred.

3.1.2. Multispecies Graph-Based Methods

In graph-based methods, each gene is a vertex and a homology relationship is depicted by an
edge. These edges are first drawn by assessing sequence similarity in the various forms described
before. At this step, edges only correspond to potential homology relationships which can be orthology,
paralogy, or noise. The noise can be removed by the clustering step. Depending on the clustering
method, some paralogous relationships can also be removed. It is important to note that for the
resolution of ortholog and paralog relationships, all these methods consider that for a given speciation
event, in-paralogs are less diverged than orthologs that are less diverged than out-paralogs.

One of the first proposed clustering methods was the identification of triangle patterns inside a
graph where at least three genomes are used [135]. It relies on the idea that two similar genes from
two genomes, which are also similar to a third gene from another genome are highly susceptible to be
orthologs. Then, triangles sharing similar edges are added to the same group until no other can be
added. These groups, called clusters of orthologous groups (COGs) can therefore contain paralogs.
However, the nature of the paralogs included in a group is hard to control. Hence, another way to
detect paralogs based on graph exploration was proposed with InParanoid [136]. Here, two genes from
different species with a best reciprocal hit are defined as orthologs and will be used as a seed for the
group. Any gene having a better score with the seed gene of the same species than with the seed
gene from the other species is included inside the group as an in-paralog relative to the speciation
event. Thus, only in-paralogs in regard to the speciation event considered should be added, allowing a
better control over the group formation. The method Hieranoid expanded this idea with the use of a
guiding species tree for a better scalability when using many species [137]. The algorithm enlarges
groups by exploring the guiding tree. It first runs InParanoid between two closely related species.
Then, it creates a pseudo-species where each identified homologous group is represented by either a
consensus sequence or a Hidden Markovian Model profile, depending on the number of sequences.
InParanoid is then used again between the pseudo-species and the next closest neighbor. The process is
repeated until all species are included in the analysis. By keeping track of groups formed at each step,
it is possible to identify the speciation event encompassing any in-paralog pairs. Acting as a synthesis
between InParanoid and COGs, both eggNOG [138] and OrthoDB [139] start by identifying groups of
in-paralogs for each species then link them between species using triangulation.

Considering that the InParanoid method was reliable to detect “ancient” paralogs but not “recent”
ones, Li et al. added steps and proposed another method, OrthoMCL [140]. It begins by the same
ortholog seed approach but with the constraint that in-paralogs must have a better score with the
seed genes from their respective species than with any other sequences from any species. In addition,
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a Markovian Cluster algorithm is run to simulate a random walk on the graph with each edge
having a transition probability depending on the similarity score. This makes it possible to identify
robust subgraphs and notably separate diverged paralogs. Using also a similar approach than
InParanoid, the method OrthoInspector starts by constructing species-wise in-paralogous groups. Inside
a species, an in-paralogous group is inferred for each protein [141]. Inside a species, a group of
potential in-paralogs is inferred for each protein. When two proteins are potential in-paralogs, only
the intersection of their respective potential groups is conserved as the final in-paralogous group.
Therefore, if we have three proteins A, B, and C, they will belong to the definitive in-paralogous group
(A, B, C) if and only if all three potential in-paralogous groups constructed for each protein give (A,
B, C). This stringent method creates groups of lowly diverged in-paralogs. In-paralogous groups or
single proteins are then grouped between species based on best-reciprocal hits.

Finally, two other methods add an interesting consideration regarding homologs. Aiming to
tackle a well-known problem of sequence alignment, OrthoFinder [142] allows a reliable incorporation
of short sequences. Indeed, alignment score is correlated with the sequence length, which is a
problem for short sequences giving high scores even when not related. OrthoFinder proposes a
normalization of the alignment score after a grouping according to the sequence lengths into equally
sized bins. This normalization makes the score for short and really long sequences less dependent
on the sequence size. Another interesting method, OMA [143], proposes to detect falsely imputed
orthology inferences due to paralogs with differential gene loss. The detection is performed by using a
third species containing both paralogs which acts as an evidence of non-orthology. OMA is also more
permissive in the grouping of paralogs because it takes into account that paralogs may evolve faster
than orthologs [144].

When studying genes, especially across species, representing their evolutionary relationships as a
tree is easier to analyze. However, constructing such a tree is done at the cost of computational time.
In addition, different strategies can be adopted for the tree reconstruction.

3.1.3. Multispecies Tree-Based Methods

In tree-based methods, homology is assessed according to the various forms described before,
then groups of homologs are constructed across species. Genes from these groups are aligned to build
gene trees. Paralog and ortholog relationships are then resolved by the reconciliation of the gene trees
and the associated species tree. Therefore, in these methods, the detection of duplicated genes is only
performed at the first step. The tree construction only influences the evolutionary history used to
explain the appearance of such duplications.

In regards to the homolog grouping strategy, tree-based methods are generally more inclusive
than graph-based methods. Indeed, after the group construction, they use all the sequences from all the
species to infer paralog and ortholog relationships. Therefore, they can extract more information and
are less restricted by false homology prediction and thus are able to capture more diverged homologs.
Most of them construct homologous groups by clustering all genes that have a significant alignment
score, defined differently according to the method used such as TreeFam [145], BranchClust [146],
HOGENOM [147], or PhylomeDB [148]. Some tree-based methods use pre-processed homologous
groups and are only used to reconcile the gene and species trees such as Orthostrapper [149],
Softparsmap [150], or LOFT [151]. Therefore, graph-based methods can be used as an entry-point to
combine the power of both methods.

When reconciling the gene and species trees, all these methods use the Maximum Parsimony
principle [152]. This is translated by minimizing the number of duplication events, which are assumed
to be rare events. A notable exception is PrIME-GSR [153] that tries to take into account the duplication
and loss of genes through a probabilistic model. Apart from this exception, tree-based methods differ
according to the type of species tree they accept, how they root the gene trees, and how tree uncertainty
is assessed. Since it does not affect duplication detection, they are not as thoroughly explored as the
graph-based method (for a complete review, see [14]).
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3.2. Detection of Syntenic Blocks (WGD-Segmental Duplications)

A syntenic block can be defined as a region of the genome spanning a number of genes that are
orthologous and co-arranged compared to another genome [154]. Two regions of a genome with a
number of homologous genes co-arranged with each other can also be defined as a syntenic block.
Here, we focus on this second definition because pairs of homologous genes between these pairs of
regions correspond to duplicated genes.

It can be interesting to access different databases storing pre-calculated syntenic blocks shared
between different species. This makes it possible for an easy and direct access to reliable information
without any computation. Nevertheless, these databases cannot include every contemporary species
nor information about recently released genomes. This implies that depending on the organism being
studied it can be necessary to manually identify syntenic blocks using different tools. To accurately detect
homologous chromosomal segments within a genome or between different ones, many approaches
and tools are available. The choice of the tool depends on various parameters.

A first important parameter is the degree of preservation of duplicates in the compared genomes.
This will influence the level at which the study should be conducted, and thus will impact the choice
of the tool since each of them works at a particular level. For closely related genomes, synteny can
be studied at the DNA level using tools such as Satsuma [155] or SyMap 3.4 [156]. In the case of
more distant genomes, the DNA level cannot be used because the sequences will be too divergent.
A solution is to perform analysis at the protein level because coding genes may retain for a longer time
enough amino-acid sequence similarity and a similar relative order along chromosomes. Tools such as
MCScanX [157], i-ADHoRe [158], CYNTENATOR [159], or SynChro [160] search for syntenic blocks using
protein sequences and can therefore be adapted to this type of genome comparison. Finally, in the case
of more distant genomes, it is more appealing to use tools based on analyses at the protein level and on
the construction of profiles, graphs, or statistical models to help manage the evolutionary distance.

Four types of approaches can be applied to search for syntenic blocks. The first one is based
on the construction of a sparse matrix of homologous genes. The matrix is investigated to look
for dense diagonals which correspond to the syntenic blocks. Tools such as i-ADHoRe 3.0 [158],
DiagHunter [161], FISH [162], SyMAP [163], or Cinteny [164] implement this type of approach. The second
approach corresponds to different greedy algorithms that will be optimized by dynamic programming
at the benefit of computational costs. This type of algorithm operates by constructing chains of
collinear gene pairs, called anchoring genes. It is implemented in tools such as DAGchainer [165],
MCScanX [157], or LineUp [166]. An important sub-category of this approach consists of algorithms
based on aligning sequences using a modified Smith-Waterman algorithm as in ColinearScan [167]
or CYNTENATOR [159]. To continue, the graph approach aims at building graphs allowing the
identification of the syntenic blocks. To do this, local collinear alignments are constructed between
the input genomes. By combining the local alignments with the blocks, a graph can be constructed
which allows, after different analyses, the reconstruction of the syntenic blocks. This approach can
be found in tools such as DRIMM-Synteny [168] or Enredo [169]. Finally, another approach aims at
inferring syntenic blocks based on genomic rearrangements. This type of approach can be useful in the
reconstruction of ancestral genomes and has been implemented in different tools such as GASTS [170] or
PMAG++ [171,172]. This approach is not covered in the present review but has already been discussed
in another recent review article [173].

All these tools are able to answer different questions and their use depends on the number of
studied genomes as well as the level of divergence among them. Most of them have many critical
parameters, sometimes with important pre-processing requirements, which need to be mastered
before obtaining reliable results. Most of the tools are presented in a comprehensive format in Table 2.
Therefore, the purpose of this section is to examine in detail a representative sample of tools illustrative
of each approach.
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Table 2. Summary of the characteristics of different existing tools for identifying syntenic blocks.

Name Input Output Text Output Plots Main Algorithm Specificities Other Information Documentation Programming
Language Interface References

Gene
Orientation

Genome
Number

i-ADHoRe 3.0

BLASTP output or
gene families and

list of genes in a gff
like format

Tabulated text Graphical
visualization Custom Greedy Graph

Typical implementation
of the collinearity

strategy
Yes N Complete

C++
Wrapper in

Python

Command line
interface [158]

MCScanX-
Tranposed

BLASTP output and
a list of genes on

chromosomes
Tabulated text Graphical

visualization DAGChainer equivalent

Able to detect
transposed gene

duplications, detection
of the type of duplicates

No N Incomplete
and with errors C++

Command line
interface [157]

PhylDiag Species gene list and
gene tree Tabulated text Graphical

visualization DAGChainer equivalent

Uses gene trees to define
gene homologies. Takes

into account gene
orientations, and

tandem duplication
blocks

Yes 2 Complete Python Command line
interface [174]

SynChro

List of
protein-coding
genes and their

associated
amino-acid
sequences

Text files
containing
homology

relationships
(RBH and

non-RBH) and
syntenic blocks

description

Chromosomal
painting

representation,
genome-wide

dotplot

Computes Reciprocal
Best-Hits (RBH) to

reconstruct the
backbones of the

synteny blocks and
complete with non-RBH

syntenic homologs

Only one parameter: the
synteny block

stringency. Use
OPSCAN instead of

BLAST due to its
optimization to detect

RBH

only in
visualizations N Complete Python, bash Command line

interface [160]

Satsuma Nucleic sequences Tabulated text
Multiple

interactive
plots

Cross-correlation,
implemented as a fast

Fourier transform

Based on a search
strategy at a global level
and cross-correlation at

the local level

Yes 2 Short C++, on linux Command line
interface [155]

DAGchainer
Homologous genes

and associated
E-value

Tabulated text Dot plot

Identification of chains
of ordered gene pairs by

searching paths in
directed acyclic graph

Use of dynamic
programming making it
fast and highly reliable.

Many softwares are
based on this algorithm

No 2 Short C++, Perl

Command line
interface,

Graphical user
interface

[165]

ColinearScan

Any type of genetic
markers (physical or

genetic distance
between markers,

gene numbers)

Tabulated text
with syntenic

blocks and
associated

p-value

None

Dynamic programming
algorithm based on the

Smith-Waterman
algorithm

Statistical inference,
high computational

efficiency, and flexibility
of input data types

No 2 Not available C++, Perl Command line
interface [167]

CYNTENATOR
Sequences or

alignments and an
annotation file

Text file
gathering

alignments
None

Profile-profile alignment
setting, which is an

extension of the
Waterman-Eggert

algorithm

Implementing a
phylogenetic scoring

function
- N Complete C++

Command line
interface [159]
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Table 2. Cont.

Name Input Output Text Output Plots Main Algorithm Specificities Other Information Documentation Programming
Language Interface References

FISH

List of the linear
order and

orientation of
features on each

contig andlist of the
pairwise homologies

between features

Text file results Dot Plot

Dynamic programming
algorithm based on the

Smith-Waterman
algorithm

Modeling of the
probability of observing
segmental homologies

assumed by chance and
taking this model into

account to parameterize
the algorithm and the

statistical evaluation of
its output

Yes 2 Not available C++
Command line

interface [162]

DRIMM-Synteny

Set of anchors (e.g.,
local alignments or

pairs of similar
genes)

Text file where
each genome is
represented as a

shuffled
sequence of the
syntenic blocks

Dot Plot Construction of
A-Bruijn graph

Graph-based algorithm
allowing to identify

non-overlapping
syntenic blocks

No N Not available C# Command line
interface [168]

DiagHunter BLAST output

Two text files
containing gene

names and/or
coordinates

Dot Plot Homology matrix based
algorithm

Typical implementation
of the colinearity

strategy. Identifies
large-scale syntenic
blocks despite high

levels of background
noise

No 2 Short

Perl, and
requires the
BioPerl and

GD.pm
modules

Command line
interface [161]

OSfinder
Genomic locations

of anchor or BLASTP
results

Genomic
locations of
chains and

orthologous
segments

Dot Plot and a
synteny map

Machine Learning and
Markov Chains

Use Markov chain
models and machine
learning techniques.

Automatically optimizes
the parameters used in

the Markov chain
models. Scoring scheme

based on stochastic
models

Yes N Complete C++
Command line

interface [175]

SyMap

Genome sequences
in FASTA format

and associated GFF
files

Homologous
genes, diagonals,

and identified
syntenic blocks.

Visualization
available and

interactive
DAGChainer

Interactive
visualizations.

Calculates synonymous
and nonsynonymous

mutation rates for
syntenic gene pairs
using CodeML of the

PAML package

No N Complete No
requirements

Web user
interface [163]
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Table 2. Cont.

Name Input Output Text Output Plots Main Algorithm Specificities Other Information Documentation Programming
Language Interface References

Cinteny
Information about
markers and the

homologous groups.
Tabulated text

Three
interactive

visualizations
Whole Genome

Synteny,
Chromosome
Level Synteny,

Synteny
Around a

Marker

Ternary search trees
(TST)

On-the-fly computations
allowing fast

parameters adjustments
Yes N Complete No

requirements
Web user
interface [164]

MultiSyn

Protein sequences in
FASTA format and
genome annotation

in BED

Output files
from MCScanX

Multiple
synteny plots MCScanX

Efficient tool for
non-programming

skilled users.
Precomputed data for 18

plant genomes

No N Not available No
requirement

Web user
interface [176]

OrthoCluster

Genome file and a
file storing

orthologous
relationships among

genes in all input
genomes

Cluster file, with
all the syntenic
blocks detected,

Stat file with
information

related to the
size distribution
of the syntenic

blocks

One associated
plot

Depth-first search
method, can also use

Cinteny or SyMap

Fast and easy to use.
Can be applied using

any types of markers as
an input as long as their

relationships can be
established

Yes N Complete C++

Web user
interface,

Command
Line

[177]

N: Theoretically arbitrary number of studied genomes.
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3.2.1. Approaches Based on the Construction of Homologous Gene Matrices

These approaches correspond to tools based on the search for syntenies using clustering of
neighboring matching gene pairs. The basic concept is to consider the homology in or between
genomes as a sparse matrix. In summary, homologous gene pairs are considered as 1, other cases are
encoded as 0. The goal is to detect syntenic regions by searching for dense diagonals of 1 in the matrix.
Tandem duplication can also be accounted for by detecting horizontal or vertical lines of 1.

The main advantage of this approach is that it is designed around a formal definition of the
syntenic blocks. Moreover, statistical validation can be performed on putative syntenic blocks to filter
out false positives. However, several weaknesses exist for this approach. To begin with, the important
impact of the parameters requires a good knowledge of the biological question asked. With this type
of approach different parameters are critical and need to be finely tuned. An example being the size of
the gap allowed between genes considered as belonging to the same block. This parameter can deeply
affect the results, and needs to be configured according to the specificity of the study. The size of the
gap depends mainly on the density of the matrix, i.e., the density of the pairs of homologous genes
between the segments constituting the matrix. On one hand, a small gap value results in many small
syntenic blocks that are more difficult to analyze. On the other hand, a high gap value produces long
blocks that are easier to analyze but allow for more false positives. Moreover, the metrics used to
estimate the distance between genes in a matrix are also an important setting. Two types of metrics
are often proposed: The Diagonal Pseudo Distance (used by i-ADHoRe and DiagHunter), and the
Manhattan Distance (used by FISH, SynMAP, or Cinteny). The Diagonal Pseudo Distance promotes
genes near the diagonal axis and therefore, the distance inflates rapidly the further away genes are from
this diagonal. In contrast, the Manhattan Distance tends to give smaller distances between aligned
genes on the vertical or horizontal axis. Other types of distances have been implemented in tools such
as PhylDiag [174] that uses the Euclidean Distance or the Chebyshev Distance in addition to the others
mentioned above. Thus, the choice of the distance is not easy and will impact the results as surely
as a wrongly set gap value. A benchmark analysis suggested that the Manhattan Distance gives the
best results among these four distances [174]. The importance of the configuration is really to be taken
into account when using this approach in an optimal way and makes these algorithms difficult to use
without a minimum of expertise on both the tool and the biological question. Moreover, statistical tests
to evaluate homologous regions are based on the assumption that the rate of gene loss is balanced
between homologous regions. This is not the case for many species. Furthermore, some differences
in terms of genome structure, especially the gene density and repetition in chromosomal regions,
both locally and at the genome level, are difficult to account for with this approach. Finally, matrices
can only compare genomes by pair, which implies that benefits of comparing multiple genomes at
once, including WGD studies or diverged synteny blocks, cannot be done. Moreover, this approach
cannot resolve multiple relationships between genes, detect inversions, nor non-overlapping syntenic
blocks. To finish, not all of these implementations can detect tandem duplication. In the already cited
tools, only i-ADHoRe and FISH can handle them. We will present these tools in more detail below.

i-ADHoRe (Iterative Automatic Detection of Homologous Regions) 3.0

i-ADHoRe [158] is one of the most used programs to find syntenic blocks and can be considered as
a state-of-the-art algorithm. In its latest version, i-ADHoRe enables the detection of genomic homology
through the identification of gene collinearity. This version is well optimized to handle a large number
of genomes, taking advantage of parallel computing.

The algorithm begins by assimilating tandem duplicated genes as a single representative. Then,
for each pair of genes, a sparse gene homology matrix is constructed. In this matrix, homologous
genes are considered as dots, making collinearity zones seen as dense diagonals. Gene clusters with
at least three homologous gene pairs are included in diagonals after a statistical validation taking
into account the overall background density of the matrix. In the case of multiple clusters found, a
correction for multiple testing is performed using the Bonferroni or False Discovery Rate (FDR) method.
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This part corresponds to the traditional homology matrix approach. The next part of the algorithm is
an optimization by dynamic programming.

Significant collinear regions found during this initial detection are aligned using the progressive
Needleman–Wunsch (pNW) algorithm or a greedy graph-based algorithm [178]. The results of this
alignment are stored into a profile, which contains the combined content of the two collinear regions
and constitutes a more sensitive probe to find new homologous regions including more degenerated
ones. Using this newly constructed profile, a search is performed in an iterative way. Thus, this profile
is used to search for new sequences that can be aligned with it. If possible, the new matches are added
to the profile. As long as new collinear regions can be added to a profile, these two steps are repeated.

The results are provided as text files and two associated plots: A dot plot and a set of graphs
representing each final aligned profile.

This tool has many key parameters that directly influence the quality of the results:

• prob_cutoff, is used to store the maximum probability for a cluster to be generated by chance. The
default value is 0.001.

• gap_size, indicating the maximum distance between genes in a cluster. The default value is 15.
• cluster_gap, indicating the maximum distance between individual base clusters in a cluster.

The default value is 20.
• q_value, storing the minimum r2-value which measures the quality of the linear

regression prediction.
• anchor_points, the minimum number of anchor points which is comprised between 3 and 6.

The main advantage of this tool is to allow the computation of multiple genomes thanks to different
optimizations including the use of parallel computation, an efficient statistical model to estimate
p-values of diagonals before including them, the use of greedy graph-based alignment algorithms,
and the use of ordered gene lists instead of genome sequence. This level of abstraction allows a more
efficient detection of collinearity and thus the divergent intergenic sequences will have less impact on
the algorithm.

OrthoCluster

In this category, OrthoCluster [177] appears as particular. It is not based on the classical approach
of homology matrix construction although it is using the same philosophy by identifying syntenies
via the clustering of neighboring matching gene pairs. This program is based on an algorithm
implementing a strategy of tree enumeration to detect orthologous gene clusters. This tool can
handle many genomes and makes it possible to overcome some of the weaknesses of the other
classical approaches. Indeed, it can detect four types of genome rearrangements including insertions,
transpositions, insertions/deletions, and reciprocal translocations via different algorithms. To detect
reciprocal translocations (exchange of DNA parts by recombination), OrthoCluster merges syntenic
blocks to build the longest possible blocks, identifying blocks not broken by duplications, inversions
or transpositions. To detect transpositions (regions moved from a chromosome and inserted into a
non-homologous chromosome), OrthoCluster searches in each adjacent syntenic block for a region
between their homologous syntenic block in the other genome. If a fragment of less than 50 genes
is found between them, a transposition is identified. Then, the detection of inverted segments in
the genome is performed by checking if the order of the genes is the same in each syntenic block.
If the gene order is inverted between the two, this region constitutes an inversion. Finally, in order to
detect insertion or deletion of genes, OrthoCluster compares the pairs of adjacent syntenic blocks in the
reference genome. Genes identified between these blocks are considered as insertions/deletions and
reported. It can also detect segmental duplications and resolve one-to-many relationships. Moreover,
the orientation and the order of genes are taken in to account. Nevertheless, this tool is limited to the
orthology detection and can therefore only be applied on closely related organisms.
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The fine-tuned configuration of this tool is crucial to obtain reliable results. Eight parameters can
be defined by the user to set up the algorithm according to the needs:

• l max defining the upper bound on the number of genes in each cluster.
• l min defining the lower bound on the number of genes in each cluster.
• op maximal percentage of out-map genes allowed.
• ip defining the maximal percentage of mismatched in-map genes allowed.
• op and ip can control the number of genes involved in transpositions in synteny block.
• i maximal number of mismatched in-map genes allowed.
• o maximal number of out-map genes allowed.
• r to find order-preserving clusters.
• s to find strandedness-preserving clusters.

3.2.2. Algorithms Using Dynamic Programming Optimizations

This type of approach generally implements algorithms more costly in computation than the
homology matrix approaches. Some methods benefit from dynamic programming to build a chain of
collinear pairwised genes. In these methods, the dynamic programming algorithms are implemented
in the search for collinear genes, allowing an exhaustive and fast search. A scoring system is set up
allowing to build pairs of adjacent collinear genes, which constitute anchoring genes, and to penalize
the distance between them. The main advantage of a multi-alignment of collinear chromosomal regions
is its ability to reveal past WGD events and complex chromosomal rearrangement relationships. In this
type of approach, the syntenic blocks are composed of anchoring genes that are located at collinear
positions and between them non-anchoring genes that are assumed to have undergone mutations.
Nevertheless, the user needs to already know what to look for and the characteristics of the genomes
and syntenic blocks being studied.

MCScanX and MultiSyn

MCScanX [154] is one of the most used tools aiming at searching for syntenic blocks and is
implemented in the webtool MultiSyn [176], allowing biologists with no informatic skills to use this
approach. Moreover, this tool produces additional visualizations allowing a simplified analysis.

The MCScanX algorithm takes place in three steps. The first step uses the results of an all-against-all
comparison using BLASTP [179] to find collinear blocks. BLASTP matches are sorted according to their
genomic positions. To handle tandem regions, all consecutive genes with a BLASTP match that are
separated by less than five genes, are collapsed into a single representative. Then, the highest scoring
chains of collinear gene pairs are searched for using dynamic programming. Non-overlapping chains
involving at least five collinear gene pairs are saved. In a pair of collinear blocks, two distinct genomic
locations with aligned collinear genes are assigned as anchors.

The second step makes it possible to assign each syntenic block to a gene class. To do that, all genes
are first assigned to the singleton class. Genes with BLASTP hits to other genes are assigned to the
class “dispersed duplicates”. If the hits are close enough, they are assigned to the class “proximal
duplicates”. If the hits are neighboring, they are assigned to the class “tandem duplicates”. To finish,
anchored genes are assigned to the WGD/segmental class.

In the last step, twelve downstream analyses can be performed using different scripts and
correspond to the computation of the nonsynonymous and synonymous rates (Ka and Ks),
the generation of various plots, the construction of gene families with associated analyses, the
detection of collinear tandem arrays, the computation of the number of intra- and inter-species collinear
blocks at each locus of reference genomes, and the display of statistics on gene numbers at different
duplication depths.

To be functional this tool needs to be configured using at least six parameters:

• match_score, defines a threshold used to validate a synteny block. Default value is 50.
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• gap_penalty, defines the penalty added when opening a gap. Default value is 21.
• match_size, defines the number of genes required to consider it as a collinear block. Default value

is 5.
• e_value, defines the statistical significance of the synteny block alignment. Default value is 1e-10.
• max_gaps, maximum number of gaps allowed. Default value is 25.
• overlap_window stores the maximum number of genes to collapse BLAST matches. Default value

is 5.

The special feature and strength of MCScanX is that each chromosome is used as a reference.
Thus, all collinear segments in pairs are mapped. This is followed by a multiple alignment procedure
of homologous genes, described as “transitive homology” [180]. This approach allows MCScanX to
match regions that were not initially detected based on their collinearity with the reference.

To conclude, this tool is powerful and allows performing many analyses, if the user has the ability
to install and configure it properly. MultiSyn eases the configuration step, the initial formatting of
the data and the analyses using a graphical interface. As a final advantage, this tool can be deployed
locally. As for i-ADHoRe, the use of ordered gene lists instead of a genome sequence allows getting
more reliable results at lower computational costs.

SynChro

SynChro [160] is based on Reciprocal Best-Hits (RBH) to construct syntenic blocks. This algorithm
is faster and easy to use thanks to its unique parameter (∆) which represents syntenic block stringency.
To go into more details, this algorithm is composed of three simple steps. In the first step, RBH are
identified using Opscan (http://wwwabi.snv.jussieu.fr/public/opscan/), a tool based on the FASTA
algorithm [181]. RBH can be defined as two genes whose best hit is mutual. In the second step,
the RBH makes it possible to define syntenic blocks using co-localizing RBH (defined by ∆) along the
chromosomes of two genomes as anchors. In the third step, syntenic blocks are completed by non-RBH
homologs. Genes are defined as non-RBH if they share 30% of similarity and if the ratio of the length
of the match between the two sequences and the length of the smallest sequence is greater than 0.5.

This tool provides various graphical outputs including dotplots, chromosome painting,
and synteny maps, as well as text results. Therefore, it makes it possible to obtain in a limited
computational time very good quality results with a fast handling in an “all in one” manner allowing
to easily visualize the results.

CYNTENATOR

CYNTENATOR [159] is a tool aiming at identifying conserved syntenic regions between distant
genomes. This tool is based on a progressive multiple gene order alignment. The main advantage of this
tool is its scalability allowing it to work on more than 10 genomes contrary to many other approaches.
Moreover, it makes it possible to get rid of heavy preprocessing steps due to its high flexibility.

To begin, a progressive pairwise alignment between genomes is performed. These alignments are
based on a user-defined phylogenetic tree that directs the order in which the genomes will be compared.
Only valid alignments gathering homologous regions of all species are retained for collinearity search
in the next genome. This filtering step helps lower the computational costs and allows determining
the gene order conservation between distant genomes. This step is followed by a pairwise alignment
using a Smith-Waterman local alignment weighted by the phylogenetic distance. The results of these
alignments constitute the syntenic blocks. The use of a progressive alignment algorithm makes it
possible to conduct studies on several large genomes while taking into account the phylogeny of the
studied species. The absence of a heavy pre-processing on the input data, except an all against all
homology score, allows to avoid bias.
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SyMap

SyMap [163] is a tool based on DAGChainer [165]. The advantage of this software is that its
interface via a web application allows the user to be free from any configuration and data preparation
via the code. In addition, this tool allows retrieving various additional information and in particular
the Ka/Ks ratio using PAML [182]. The intermediate results can be retrieved and the final results can
be visualized in an interactive dot-plot. Once the genomes have been added to the database and the
parameters have been defined, the computations are launched. The SyMap algorithm works as follows.
First, the genomes are aligned using an alignment software. Different tools can be used for this step,
including BLAST. Then, different filters are applied and in particular the condensation of tandemly
duplicated genes into a single occurrence and filtering out of repeated sequences. The syntenic blocks
within this homologous matrix are then searched for using DAGChainer. Finally, different visualizations
are constructed. The main advantages of this tool are its speed, the ease of use, and the visualizations.
However, some parameters are not configurable and it does not allow the study of more than two
genomes at the same time.

3.2.3. Approaches Based on Graphs

The principle of this type of algorithm is to construct a graph gathering all the pairs of homologous
genes shared by the compared genomes. These approaches aim at solving many problems raised by
the methods presented before, in particular the possibility of studying several large genomes and to
detect non-overlapping syntenic blocks. The previous approaches have difficulties decoding more
complex genomic architectures that have undergone phases of significant duplication followed by
reploidization. The search for non-overlapping syntenic blocks is of great interest because it makes it
possible to focus on rearrangements that happened after the duplication events. However, the search for
non-overlapping syntenic blocks is not just about simply decomposing overlapping blocks. Different
algorithms have been proposed to meet these needs. The first algorithms as GRIMM-Synteny [183] or
MAGIC [184] were suitable for small sets of genomes, but were not able to handle genomes with large
duplications and deletions, and were not able to find non-overlapping blocks. Later, Enredo [169] was
written to solve this problem. One last problem with the algorithms from the two previous approaches
is that as more and more genomes are integrated into comparative studies, the number of genes shared
between genomes decreases. This has a strong impact on the algorithms with the risk of rejecting the
blocks because they are statistically nonsignificant, as it happens with tools such as GRIMM-Synteny.

Typically, the algorithms used in the graph-based approaches follow different steps. First,
input genomes are locally aligned and the resulting alignments are used to construct a graph. Then,
the different sub-structures (depending on the initial graph structure) are searched for to find the
different segmentations of the genomes. The type of graph structure has a major influence on the
results. Indeed, some of them handle these problems with more or less success and can therefore not
find similar results. Four graph structures are predominant to analyze syntenic blocks.

The first structure corresponds to an alignment graph. The graph contains a vertex referring to
each character in the sequence and edges referring to aligned characters. It is then possible to obtain
collinear or noncollinear alignments by solving the maximum weight trace problem. Duplicated
regions are more easily visible in an alignment graph structure. Nevertheless, this structure does not
allow the user to get inversion information.

The second structure corresponds to A-Bruijn graphs that can be found in DRIMM-Synteny [168].
The main idea behind this graph is to merge aligned vertices. Thus, A-Bruijn graphs have one vertex for
each aligned sequence. The links represent only the sequence. The main problem with this approach is
represented by the short cycles, which tend to make local alignments hide a local collinearity. As an
alignment graph structure, it does not allow access to inversion information, meaning that it is not
possible to differentiate between the tandem repeats and palindromes.

The third structure, known as the Enredo graphs, can be found in Enredo [169]. It aims at managing
genomes partitioned into segments. The nucleotide alignments are then made. Thus, Enredo graphs
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have two vertices per set of aligned segments, a head vertex and a tail vertex. It is then possible to
eliminate various substructures from the Enredo graph in order to obtain the final segmentation of
the genome. An Enredo structure can help find non-overlapping blocks and is suitable to consider
non-overlapping inversions.

To finish, the Cactus graphs [185,186] have also been proposed. They are structures with vertices
for adjacencies and undirected edges for genome segments. This type of graph is Eulerian meaning
that there is a path that crosses all the nodes only once. This graph is also subdivided into independent
units where each edge is part at most of one cycle. The cactus structure is a unique sub structure that
allows an easy detection of short cycles.

These different graph structures allow the study of some particular sub-structures to identify
syntenic blocks. One of the most important corresponds to the collinear paths. These sub-structures are
a set of blocks that appear in genomes consecutively, without breaks and with the same orientation thus
representing syntenic blocks. A second sub-structure corresponds to the presence of microblocks within
larger regions that tend to introduce breaks into syntenic blocks. A third sub-structure corresponds to
the short cycles. They are the mark of rearrangement. Indeed, similarities between sequences make
them appear and thus break the collinearity. An important number of short cycles is problematic
because they can aggregate into complex networks and hide true collinear blocks. We will detail a little
bit more on one algorithm implementing the graph based approach below.

DRIMM-Synteny

This algorithm is the update of GRIMM-Synteny and aims at solving various problems from this
previous version. In particular, the suppression of blocks due to their statistical non-significance in the
case of the study of several distant genomes. The syntenic blocks that do not overlap are identified,
which allows, in a second step, to bypass the threading problem based on the use of an A-Bruijn graph
structure. This type of graph is an Eulerian and undirected multigraph. Edges are weighted by the
number of times a gene pair is consecutive in the analyzed genomes.

In DRIMM-Synteny, an A-Bruijn graph is constructed by collapsing together identically labeled
vertices from all genomes. From this graph, syntenic blocks can be found. In fact, a perfectly repeated
block corresponds to a path in the graph. Perfectly repeated regions that do not share genes with other
regions in the set of genomes being studied will appear as unconnected paths. These are referred to
as the maximum paths in the graph, satisfying the condition that all of their internal vertices have
only two neighboring vertices. This algorithm solves some existent problems known for this type of
approach using different subroutines. There may be small differences between the different syntenic
genes, which leads to short cycles. DRIMM-Synteny is able to detect them by computing a shaft at
maximum range. A heuristic then allows detecting the links that create them in order to remove them.
In addition, the presence of syntenic microblocks separate the long unbranched paths into several
subpaths, thus complicating the detection of the blocks. Finally, the short palindromic regions that can
be found within syntenic blocks form thornes that have the same effect as the microblocks.

3.3. Detection of Tandemly Arrayed Genes (TAGs)

Specific methods have been developed to handle specifically tandem duplication detection. TAGs
are gene family members that are tightly clustered on a chromosome [73]. The vast majority of the
methods are home-made pipelines available from the authors and may require programming skills.
A few tools, particularly those related to the identification of syntenic blocks, are able to help in the
identification of TAGs because they are generally summarized in a single occurrence of the dataset
to lower the statistical noise. In general, they are not dedicated methods but more trivial algorithms.
However, they have the advantage of being simpler to use. Most of these algorithms rely on protein
comparisons, making them dependent on genome annotation. However, there exists very few methods
that can deal with genomic sequences to search for long DNA tandem repeats. The advantage of these
latest methods is that they can detect pseudogenes that originated from duplication or short ORFs
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generally missed by automatic genome annotation. We will first describe TAG detection in the genome
at protein level, then at DNA level.

3.3.1. Detection at Protein Level

These methods begin with the identification of homologous gene pairs. This can be done using
different algorithms, in most cases an all-by-all BLASTP comparison of the proteome against itself
or between the proteomes of two species, followed by a filtering using a threshold to retain only
homologous pairs. The difference between these approaches lies in the homology assessment and the
degree of sophistication to filter out false positives.

The most straightforward, but trivial, way is used in the first step of WGD detection algorithms
such as MCScanX or i-ADHoRe [157,158]. These algorithms take as input homologous gene pairs,
the preferred format being the BLASTP output. Then, the program classifies homologous pairs
according to their rank along the chromosome. If consecutive BLASTP matches have a common
gene and its paired genes are separated by fewer than five genes, these matches (forming a TAG)
are collapsed using a representative pair with the smallest BLASTP e-value. The advantage of this
approach is its speed but the drawback is that it can miss divergent homologous genes. Moreover,
even if few programming skills are required, a parsing step is still necessary to obtain the list of
identified TAGs.

To alleviate some problems related to the input (an all-against-all BLASTP), it is possible to use gene
families as input. They can be constructed by different algorithms summarized in Table 1. Then, a TAG
is defined as a block of adjacent genes belonging to the same family and separated by spacers that are
generally genes not belonging to the homologous family. Several definitions can be used for the allowed
number of spacers, mostly 0 or 1 but also ranging from 0 to 10 spacers [73,127,129,187]. The construction
of gene families allows incorporating more distantly related homologs than the previous approach. The
definition of homologous genes can be improved by merging all non-overlapping HSP of one hit [73].
The most widely used clustering algorithms are the single linkage algorithm, and more and more
Markov clustering (MCL) and its variants. It is an efficient approach but adjusting the inflation and
expansion parameters of MCL is not easy. The inflation parameter controls the flux between groups of
classification (i.e., the number of steps in the random walk along the similarity graph). The expansion
parameter controls the strength of links by strengthening them inside the clusters and weakening them
between clusters.

3.3.2. Detection at DNA Level

The vast majority of Tandem Repeat detection methods at DNA level deal with the identification
of short highly repeated sequences. They are used to mask sequences corresponding to TEs or/and
segments of low complexity before genome annotation or to explore the amplification of short
duplications associated with human diseases for example, or copy number variation (CNV) between
genotypes. These types of DNA duplication are not the focus of this review and will not be treated
in detail. Here, we give a list of some famous short DNA Tandem Repeat detection tools able to
deal with large datasets: DUSTMASKER [188], SEGMASKER [189], Tandem Repeat Finder (TRF) [190],
TANTAN [191] and more recently ULTRA [192], TARDIS [193], and dot2dot [194].

We will now focus on long tandem duplication detection because all studies on TAGs based on
protein similarity are biased by the quality of the available genome annotation. They exclude RNA genes
or degenerated copies [195]. However, duplicated pseudogenes are an important evolutionary residue
of a genome past activity [196]. A genome-wide approach has been proposed to take into account
pseudogenes in TAG detection [197]. It scans, using TBLASTN, each protein against its chromosomal
regions (the surrounding DNA sequences is three times longer than the CDS) and filter hits according
to a refined bit-score, called the BTF score, that takes into account all non-overlapping HSP of less
than 20% on the same strand. Then, it looks at CDSs in the ascending order of their chromosomal
positions to extract TAGs. This mixed approach (at DNA and protein levels) is implemented in Python
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2.4. The scripts are available from the authors and need a step of manual curation to eliminate false
positive TAGs, due to the presence of minisatellites.

This previous approach is based on proteins and therefore depends on genome annotation. It has
mainly been used on compact genomes [195]. ReD Tandem is an alternative method that circumvents
this limitation [195]. Indeed, the main problem of detecting TAGs at genomic level is that large
duplications despite being close, are far from being contiguous. The authors thus proposed to define
tandemly duplicated segments as paralogous segments of size l with adjacent copies separated by a
maximum distance T (in A. thaliana, the parameter values are l = 500 bp, T = 150 kb). The algorithm
begins with anchors (paralogous segments of size l) and chains then using DAGchainer or OSfinder [175]
into longer duplicated regions (called tandem units). Such alignable units are anchors of length l and
separated by less than L bases (L = 40 kb for A. thaliana). Then, the tandem units are assembled into
TAGs (i.e., tandem units separated by less than T bases, with T = 150 kb for A. thaliana). The C++ scripts
are available but need some computational skills to be installed. Nevertheless, this elegant approach
has allowed the authors to identify in A. thaliana several types of TAGs previously undetectable
for genome-wide approaches. In decreasing order of importance, these new TAGs correspond to
trans-elements genes, pseudogenes, pre-tRNAs, other RNAs, miRNAs, snoRNAs, and unknown
genes [195].

3.4. Databases Storing Syntenic Block or Homology Information

3.4.1. Syntenic Information

These databases have the advantage to not require computations and therefore no programming
skills for the user. Some of them also offer visualizations and search tools. The main disadvantage is that
they do not contain information from all organisms. Each of these databases provide particular features
but some elements are common. In some cases, it is possible to access all the syntenic blocks between
two organisms. The list of organisms is more or less extended depending on the database. Some of
them propose to visualize these blocks using various representations such as circular visualizations,
chromosome painting, or dot-plots. Some databases allow manually importing genomes to identify
blocks of synteny. In this case, different tools may be implemented for the identification and are more
or less easy to configure. For example, Ensembl [198] stores different information including syntenic
blocks generated by Pecan [169] as a multi-alignment algorithm and Enredo to detect syntenic blocks.
Synteny portal [199] and Genomicus [200] provide also syntenic blocks generated by inferCars [201] for
different species but also multiple visualizations. Finally, other databases exist including ECRbase [202]
with syntenic blocks generated from the DNA level. OrthoClusterDb [203] is a good example of what
can be found inside these databases. Two main possibilities are available. First, it allows online access
to the OrthoCluster tool [177] and to carry out identification of syntenic blocks on a remote server
using a graphical interface facilitating the configuration and the retrieval of the results. Another
possibility is to access different pre-computed syntenic blocks by OrthoCluster for different species.
Pre-computed species belong to different groups (Mammals, Pseudomonaceae, Drosophila, Plasmodium,
and Caenorhabditis) with 54 species available. The syntenic blocks can be visualized on a figure called
genome painting which allows visualizing the chromosomes of the compared species with a system of
colored segments highlighting the syntenic blocks. It is also possible to retrieve raw output files or to
access to syntenic blocks using an online genome browser.

3.4.2. Homology Relationships Databases

Dataset of duplicated genes without specification of the underlying mechanism of duplication
can be retrieved from public databases. These databases can be associated or not with a specific
methodology with available tools for a local use. The INPARANOID 8 database for example, provides
the InParanoid tool and proposes orthology analysis between 273 proteomes, mostly eukaryotic.
The dataset of orthologous and paralogous relationships between genes can be downloaded by pairs of
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species [204]. In HOGENOM, gene families are built from complete genomes from all three domains
of life [147]. Its clustering pipeline is based on the SiLiX clustering method [205]. Even if this database
is regularly updated, users can only retrieve families one by one according to keywords. The total
amount of paralogous genes in a species is only available upon request directly to the authors.

Ensembl Compara is a specific section of the Ensembl database providing cross-species resources
and analyses, at both the sequence and the gene levels. The main Ensembl database is dedicated to
chordate genomes and displays now counterparts for several groups of organisms (Ensembl Genomes,
Ensembl Bacteria, Ensembl Protists, Ensembl Fungi, Ensembl Plants, and Ensembl Metazoa). All these
databases are associated with the Ensembl Compara system. This system provides access to protein
gene families via a Perl API [198]. These families are built using all proteins from Ensembl through a
classical process using BLASTP for similarity searches and a MCL clustering with scores as weight for
edges in the initial graph. A final step aligns all sequences from a family using MAFFT [206]. It is to
note that the Ensembl Compara protein families correspond to the most similar proteins compared to
its gene tree section, where paralogous relationships are also available but in a tree format. Many other
repositories are available but our goal is not to be exhaustive. Among the most generalist, we can cite
PhylomeDB [148], OMA [207], OrthoDB [139], OrthoInspector [141], eggNOG [138], or the database
Homologene from the NCBI portal.

For plant comparative genomic, we can cite the databases PLAZA [208], GreenPhyl [209],
and Phytozome [210]. PLAZA 4.0 contains gene family data, phylogenetic trees, and gene colinearity
information. It comprises two instances, one for monocots (Monocots PLAZA 4.5) that includes data
from 39 species and one for dicots (Dicots PLAZA 4.0) that includes data from 55 species. The latest
PLAZA instance offers one or more REST-full APIs, depending on the Platform software version.
GreenPhyl 4 contains gene families and phylogenetic trees from 37 species. It has not been updated since
2015 but contains a section of manually annotated families comprising 2956 clusters. Other interesting
sections are transcription factors and families specific to species or phylum (family of homologous
genes found only in one species or excluding/including one phylum). Finally, the plant database
Phytozome13 (last update in May 2019) contains 184 assembled and annotated genomes. Inparanoid
pairwise orthology and paralogy groups have been calculated across all Phytozome proteomes and
families of related genes representing the modern descendants of putative ancestral genes have been
constructed at key phylogenetic nodes. The dataset can easily be downloaded or mined via a dedicated
tool named PhytoMine.

4. Conclusions

To conclude, when considering duplicated genes inside a given species, it appears clear that they
represent very different entities when taking into account their mechanism of formation, their fate,
and their age. This is particularly important when it comes to their identification and analysis. It is
indeed tempting to only detect all genes that are in several copies without taking into account the
evolutionary complexity behind them. This is why it is also important to be aware of the different
methodological approaches that can be used because this choice will greatly depend on the investigated
biological question.
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Introduction

La dominance de sous-génome

Les duplications complètes de génomes par WGD mènent à l’obtention de deux, ou
plus, copies du génome au sein d’un seul organisme. Les WGDs sont prévalentes dans
l’histoire des plantes et en particulier des angiospermes (Clark & Donoghue, 2018 ; Panchy
et al., 2016 ; Qiao et al., 2019 ; Van de Peer et al., 2021 ; Van de Peer et al., 2009 ; Van de
Peer et al., 2017 ; T. E. Wood et al., 2009). Les mécanismes à l’origine de WGDs peuvent
être un doublement d’un génome diploïde, on parle dans ce cas d’autopolyploïdie (Tate et
al., 2005) ou une hybridation interspécifique définie par le terme d’allopolyploïdie (Wendel,
2015). La redondance des gènes supprime la contrainte sélective et fournit davantage
de ressources génétiques, permettant une innovation génétique plus rapide. La WGD
entraîne un isolement reproductif et peut constituer un mécanisme majeur de spéciation
(Adams & Wendel, 2005 ; Shimizu-Inatsugi et al., 2017). De plus, les WGDs peuvent être à
l’origine de changements de vigueur (hétérosis), de changements des systèmes reproductifs
ou de déséquilibres épistatiques (Soltis et al., 2015). Les WGDs, et en particulier les
allopolyploïdies, vont être à l’origine d’instabilité importante du génome entre autres à
cause de la coexistence de sous-génomes provenant d’espèces progénitrices différentes.
Ce processus est décrit par le terme de choc génomique (McClintock, 1984) et va avoir
différentes implications.

Le choc génomique va aboutir à une levée des méthylations des ET, qui va être à
l’origine de l’activation massive d’ET (Springer et al., 2016) et d’une explosion de trans-
positions dans le génome dupliqué (An et al., 2014 ; Parisod et al., 2009). Par ailleurs, une
levée de la contrainte sélective du fait de la redondance peut aussi induire une hausse de
l’activité d’ET (Ågren et al., 2016). C’est pourquoi, une augmentation du nombre d’ET
après une WGD a été constatée chez de nombreuses espèces (Casacuberta & González,
2013 ; Wendel, 2015) ; notamment chez le maïs (J. C. Schnable et al., 2011), le fram-
boisier (Edger et al., 2019), la fleur de singe (Mimulus ringens) (Edger et al., 2017), le
coton (L. Flagel et al., 2008 ; L. E. Flagel & Wendel, 2010) ou Brassica rapa (Cheng
et al., 2016). Une explosion du nombre d’ET a été rapportée chez M. domestica, et datée
à 21 millions d’années (Daccord et al., 2017), ce qui correspond à la période suivant la
WGD des Maloideae.

Cette activation et accumulation importante d’ET dans le génome dupliqué va avoir
une série de conséquences. D’une part, les ET vont impacter les mécansimes de restruc-
turation du génome post-WGD par le biais de recombinaison entre les ET. D’autre part,
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l’insertion des ET peut aussi être à l’origine de pertes de gènes et de mutations. C’est
impacts massifs sur le génome vont aboutir à une inactivation des ET par un mécanisme
épigénétique qui suit leur néo-insertion dans le génome. L’inactivation des ET est réalisée
par méthylation de l’ADN (Feschotte et al., 2002 ; Hollister & Gaut, 2009 ; Parisod &
Senerchia, 2012 ; J. Zhang et al., 2015) et peut ainsi affecter l’expression des gènes loca-
lisés à proximité (Freeling et al., 2015). En effet, la méthylation des ET peut impacter
la transcription par divers mécanismes et notamment le débordement de la méthylation
et/ou un remodelage de la chromatine qui réduit l’accessibilité des facteurs de transcrip-
tion (Cheng et al., 2016 ; Hollister & Gaut, 2009). Ces différents mécanismes sont en partie
liés aux familles des ET retrouvés a proximité des gènes (J. Y. Choi & Purugganan, 2018 ;
Eichten et al., 2012 ; Noshay et al., 2019). Par exemple chez M. ringens, le remodelage
de la méthylation des ET après l’hybridation interspécifique initiale reflète les niveaux
d’expression des gènes voisins (Edger et al., 2017). Par ailleurs, le niveau de méthylation
de l’ADN à été relié aux différentes classes d’ET (Yaakov & Kashkush, 2012).

Chez les espèces dont le génome a été dupliqué par allodiploïdisation, le mécanisme
d’explosion d’ET et les méthylations de l’ADN en résultant sont biaisées entre les sous-
génomes. Cela peut être expliqué par différents processus. Tout d’abord, les deux génomes
parentaux possèdent des efficacités de répression des ET différentes, en particulier à cause
de proportion d’ET et de localisation d’ET différentes entre les deux sous-génomes (Gars-
meur et al., 2014). Cette différence originelle dans la répartition des ET va être le moteur
de la différenciation des sous-génomes (Freeling et al., 2015 ; Woodhouse et al., 2014).
En effet, il semblerait que le sous-génome amené à dominer est celui portant le moins
de ET originellement. Par exemple chez B. rapa, il a été observé que les Small Interfe-
ring Ribonucleic Acids (siRNAs) 24 nt ciblent les régions en amont des gènes associés au
sous-génome dominé (Woodhouse et al., 2014).

Ainsi, les ET et en particulier leur répression épigénétique, vont aboutir à des méthy-
lations de l’ADN dans leur environnement. Leur répartition biaisée va permettre la mise
en place de différences de méthylations de l’ADN et de modifications de chromatine entre
les deux sous-génomes. Ces différences épigénétiques peuvent avoir des répercussions sur
la chromatine et impacter ainsi l’activité transcriptionnelle des gènes associés (Kashkush
et al., 2003). La mise en place de ce processus sera donc d’autant plus rapide que les
espèces parentales sont différentes en termes d’ET (Cheng et al., 2016). En conséquence,
pour les organismes autopolyploïdes où il n’y a pas de différences d’ET préexistants, ce
type de processus ne se met pas en place. Ainsi, le sous-génome présentant le moins d’ET
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méthylés, va présenter un profil transcriptionnel dominant par rapport au sous-génome
dominé qui est moins souvent exprimé. Il est à noter que ce mécanisme n’est pas de type
on/off. Le sous-génome dominé présente toujours des gènes exprimés et certains ont des
niveaux supérieurs à ceux présents dans le sous-génome dominant (Edger et al., 2017).
Chez certains organismes comme la myrtille (Colle et al., 2019), le blé (A. Li et al., 2014)
et le coton (L. Flagel et al., 2008), des inversions de la dominance du sous-génome ont
été observées selon des stades de développement et/ou les organes. Ces éléments seront
détaillés dans les chapitres associés à la question des traits phénotypiques et de la trans-
cription.

Après la WGD, afin de rétablir la stabilité du génome, différents mécanismes vont
se mettre en place. Ces processus sont définis sous le terme de diploïdisation (Soltis et
al., 2015). Ces mécanismes permettent une réduction de la taille du génome dupliqué,
ce qui explique que malgré les nombreuses WGDs présentes dans l’histoire des plantes,
les génomes restent de taille contenue par rapport aux nombreux événements de dupli-
cation (Bennetzen & Kellogg, 1997 ; Panchy et al., 2016). La diploïdisation est en partie
médiée par les ET qui autorisent des recombinaisons et des réarrangements chromoso-
miques engendrant la perte de fragments chromosomiques et de gènes dupliqués (Vicient
et al., 1999). Ceci a été observé chez de nombreux organismes, par exemple Nicotiana
tabacum (Lim et al., 2007) et le maïs (Bruggmann et al., 2006). Étant donné que les pro-
cessus précédemment décrits permettent la mise en place de biais dans la répartition des
ET, les mécanismes de perte de gènes peuvent aussi être de ce fait biaisés. Par ailleurs,
le fait qu’un biais d’expression soit aussi présent va engendrer un biais dans la pression
de sélection appliquée aux séquences codantes des gènes dupliqués et une perte de gènes
moins impactante sur le phénotype pour le sous-génome dit dominé. Ainsi, chez les es-
pèces où le génome a été doublé par WGD, il a été observé un déséquilibre dans la perte
des gènes dupliqués. Ce phénomène, observé pour la première fois chez le maïs, est décrit
comme le biais de fractionnement (Woodhouse et al., 2010). Il a depuis été observé chez de
nombreuses espèces, notamment N. tabacum (Renny-Byfield et al., 2011) et Arabidopsis
thaliana (Freeling & Thomas, 2006) et le maïs (Zhea maize) (Woodhouse et al., 2010).

L’ensemble des éléments aboutissent à un biais de participation au phénotype de l’or-
ganisme entre les sous-génomes. Certains sous-génomes vont donc plus participer à la
variation phénotypique que d’autres. Ce mécanisme a été observé chez différentes es-
pèces comme le maïs (Renny-Byfield et al., 2017), B. rapa (Z. Wang et al., 2022), la
myrtille (Colle et al., 2019), le blé (A. Li et al., 2014) et le coton (L. Flagel et al., 2008).
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Pour résumer, la dominance sous-génomique consiste en un déséquilibre dans la pro-
portion d’ET après l’explosion d’ET se produisant à la suite de la WGD. Ce déséquilibre
va aboutir à un déséquilibre dans la répression épigénétique de l’expression des gènes. Les
mécanismes liés au retour à la diploïdie vont alors être biaisés avec une perte préférentielle
des gènes du sous-génome dominé, dû à la plus grande proportion d’ET, mais aussi a une
participation moindre au phénotype dû au déséquilibre transcriptionnel qui va lever la
pression de sélection appliquée sur ce sous-génome. Cet ensemble de mécanismes connus
comme la dominance sous génomique a été décrit, à l’heure actuelle, seulement chez des
espèces allopolyploïdes.
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QUESTIONS DE RECHERCHE

Chez différentes espèces pour lesquelles une WGD récente a été identifiée, il a été
observé un déséquilibre dans la répartition du pourcentage d’explication de la variance
de nombreux et divers traits phénotypiques entre fragments de chromosomes considérés
comme synténiques. Une duplication complète du génome du pommier par autopolyploïdie
a permis le passage d’un génome de neuf chromosomes à 17. Cette WGD, récente et bien
conservée fais de M. domestica un organisme de choix pour l’étude du devenir des gènes
dupliqués chez le pommier. Chez M. domestica, le nombre important de QTLs identifiés à
partir des années 2000 a permis d’observer, de manière empirique, une tendance indiquant
que certains chromosomes seraient privilégiés en terme de participation à l’explication de
la variance de traits phénotypiques d’importance agronomique. Ainsi au cours de cette
thèse, nous avons entrepris de répondre aux deux questions biologiques suivantes :

Les proportions de QTLs expliquant une part significative des traits
phénotypiques mesurés chez le pommier et localisés sur les frag-
ments chromosomiques ohnologues sont-elles réparties de manières
différentes ?

Première question

Si une telle répartition différentielle des QTLs est observée, quels
seraient les mécanismes épi/génétiques et/ou transcriptomiques à
l’origine du déséquilibre observé ?

Deuxième question
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Chapitre 1

MATÉRIEL ET MÉTHODE

1.1 Environnement informatique

L’ensemble des développements informatiques liés à la thèse ont été faits dans une
démarche FAIR (Findable, Accessible, Interoperable, and Re-usable). Cette démarche vise
à améliorer la qualité des développements et des données associées et repose sur diffé-
rents piliers (Wilkinson et al., 2016). Tout d’abord, le code et les données en résultant
doivent être accessibles. Ainsi, l’ensemble des scripts écrits sont versionnés à l’aide de
git (Chacon & Straub, 2014). Cette gestion de version du code à l’aide de git permet
de conserver un historique du développement, facilite le développement collaboratif et le
déploiement du code sur les ressources de calculs. Par ailleurs, cette approche est com-
munément utilisée en informatique. L’ensemble des développements sont stockés sur des
dépôts sur un serveur gitLab de la forgeMIA, un service de forge logiciel fournit pour les
utilisateurs INRAe. Cette forge, en plus de servir de serveur central agrégeant les dévelop-
pements faits, présente l’avantage de proposer des fonctionnalités supplémentaires comme
l’intégration continue et de déploiement continu (Continous Integration/ Continous de-
ployment, CI/CD). Cette approche permet de mettre en place un pipeline de validation
et de déploiement du code avec une fréquence plus élevée, permettant la production d’un
code plus fiable et de meilleure qualité.

La forgeMia permet aussi de rendre le code simplement accessible, puisque celui-ci est
sauvegardé sur un serveur accessible sur internet, dont le contrôle par authentification
est possible et présentant un moteur de recherche et une indexation des projets. Cette
forge logicielle permet, en plus d’archiver et de mettre à disposition les codes sources
relatifs a la thèse de mettre à disposition un wiki et un système de remonter de bogue.
De plus, l’ensemble des projets est documenté afin d’offrir un déploiement du code et de
ses dépendances facilité. Les codes sources sont commentés selon la norme associée à la
bibliothèque numpy (Van der Walt & Virtanen, s. d.).

L’interopérabilité des différents outils utilisés ou développés est octroyée par l’utili-
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sation des outils au sein de conteneurs Docker (Avram, 2013). Cette technologie permet
d’empaqueter et de déployer des logiciels. Ainsi l’ensemble des dépendances nécessaires à
l’exécution de l’application sont stockées sous forme d’un ensemble de couches formant
une image. Les conteneurs, qui permettent l’exécution de l’application, sont alors une
instance déployée d’une image, qui rassemble la pile de logiciels nécessaires à l’outil pour
fonctionner de manière isolée du reste du système. Les conteneurs reposent néanmoins
sur le noyau du système d’exploitation hôte et s’appuient sur lui pour effectuer certaines
actions de base comme la mise en réseau et l’écriture de fichiers. Cette approche per-
met d’alléger la mise en place du système par rapport à une machine virtuelle qui doit
embarquer l’ensemble du système d’exploitation en plus de l’application et de ses dépen-
dances. Les images construites au cours de la thèse sont stockées sur la forge logicielle dans
les registres de conteneurs des dépôts associés aux codes sources sous la forme d’images
directement déployables. Cette technologie garantit un déploiement sûr, mais présente
quelques lourdeurs notamment lors de la communication entre différentes applications
déployées dans des conteneurs ou lorsque la persistance des données est nécessaire. C’est
pourquoi une partie des analyses ne nécessitant pas de pile de logiciels complexes ont
été mises en place au sein d’environnements virtuels gérés avec la distribution Anaconda
(« Anaconda software distribution », 2020) et la forge de conda (Community, 2015). Cette
technologie permet d’avoir une version de Python (R et Julia sont aussi possibles) et de
ses dépendances isolées du système. Ces technologies permettent aussi de fixer les ver-
sions et contrôlent les montées en version des outils et de leur dépendance qui seront
consistantes et reproductibles. Ces deux technologies permettent d’empaqueter le code et
ses dépendances permettant aussi de garantir que le code produit pendant la thèse sera
exécutable même après des mises à jour majeures des outils, des langages ou des systèmes
d’exploitation.

Afin de produire un code reproductible, évolutif, hautement parallélisable, réutilisable
et facile d’utilisation y compris pour des personnes non-programmeurs, les scripts sont
intégrés dans des pipelines à l’aide de Snakemake (Köster & Rahmann, 2012) ayant évolué
au cours de la thèse de la version 5 à 7.12.1. Ce système de gestion des flux de travail
permet de créer et gérer les différentes étapes des analyses de données via un langage
basé sur Python. Les pipelines écrits peuvent être sans effort déployés sur des clusters ou
des grilles de calculs. En effet, la description de l’ensemble des outils et de leurs versions
associées empaquetées dans des environnements conda ou des conteneurs docker permet
un déploiement automatique sur tout type d’infrastructure informatique. Ce formalisme
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permet aussi d’empaqueter ses propres outils afin de les rendre interopérables et réutili-
sables entre les projets. Pour finir, cet outil open source et actif m’a permis d’y effectuer
des développements intégrés notamment en version 7.3.2. Ces développements visaient à
résoudre un ensemble de bogues qui faisaient échouer l’exécution des étapes du pipeline
dans des environnements construits dans des conteneurs Singularity.

Pour l’ensemble des développements de cette thèse, les principaux langages utilisés
sont le shell, Python en version 3.8 à 3.10 (Oliphant, 2007) et dans une moindre mesure
R (Team, 2013) et JavaScript. Le développement en Python est fait en suivant les recom-
mandations PEP 8 mis à part la taille de l’indentation passée à deux espaces pour suivre
les règles ayant cours au sein de l’équipe dans laquelle j’évolue qu’est l’équipe Bioinfor-
matics for plant Defense Investigations (BiDefI). Différentes bibliothèques de fonctions
Python ont été utilisées afin de faciliter et accélérer le développement. La gestion des don-
nées structurées et la vectorisation des itérations ont été permises par pandas (McKinney,
2010). La montée en charge, la gestion de gros volumes de données et la parallélisation des
calculs ont été faites avec Dask (Rocklin, 2015). Les bibliothèques numpy (van der Walt
et al., 2011) et Scipy (Virtanen et al., 2020) ont été utilisées pour différents traitements
mathématiques et tests statistiques. Les opérations de classification et de machine lear-
ning ont été faites à l’aide de scikit-learn (Pedregosa et al., 2011). La construction des
visualisations a été faite à l’aide de matplotlib (Hunter, 2007), seaborn en version 0.10.1
(Waskom et al., 2020) et Plotly (Inc., 2015) des versions 4.2.1 à 5.10.0. Les requêtes http
ont été basées sur la bibliothèque requests (Chandra & Varanasi, 2015) et l’analyse des
fichiers HTML en résultant a été réalisé avec Beautiful soup (Richardson, 2007).

Les développements en R se sont principalement appuyés sur les collections de bi-
bliothèques de tidyverse (Wickham et al., 2019) et easystats (Lüdecke et al., 2022) en
particulier le paquet correlations (Makowski et al., 2020). Les développements en JavaS-
cript ont essentiellement des buts de visualisation et reposent sur D3.js (Bostock, s. d.)
et Observable (« Observable - Explore, analyze, and explain data. As a team. » s. d.).

La traçabilité des analyses et la communication des résultats est permise par des
Jupyter notebooks (Perez & Granger, 2007). Cette application web offre de construire des
programmes contenant à la fois du code et du texte au format markdown. Les résultats de
ces programmes peuvent alors être exportés au format HTML et PDF. De plus, un blog
permet de garder une trace et une communication hebdomadaire des développements et
analyses conduites avec l’ensemble des membres du projet. Celui-ci est codé en markdown,
un langage de balises léger ainsi que Hugo, un framework permettant la compilation de
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fichiers markdown en site HTML statique.
Différentes analyses ont été menées au cours de cette thèse dont une partie est associée

à des technologies omics NGS très consommatrices d’espaces disque comme le transcrip-
tomique et les séquençages au bisulfite. L’ensemble des données stockées et produites au
cours de la thèse représente un volume de 7 To. Le stockage des données brutes et traitées
a été fait sur des baies de stockages fournies par la plateforme bio-informatique GenOuest
(https://www.genouest.org) ainsi que les clusters de l’IRHS. Les ressources de calculs ont
aussi été fournies par ces infrastructures.

1.2 Statistiques

Afin de valider les observations faites au cours de la thèse, différents tests d’hypothèses
ont été mis en place. Ces tests statistiques permettent de prendre des décisions entre
deux hypothèses à partir des données observées en prévoyant le risque que la conclusion
soit erronée. Différents tests peuvent être utilisés suivant les différentes caractéristiques
de données observées et des hypothèses posées. Étant donné les design expérimentaux et
hypothèses testées au cours de cette thèse, de multiples tests d’hypothèses ont été utilisés.
Le détail des tests utilisés ainsi que leurs conditions d’utilisations sont détaillées dans cette
section.

1.2.1 Tests de comparaison d’une seule variable

Dans de nombreuses analyses, nous avons cherché à observer si le comportement d’une
variable présentait des différences, au sein d’une même population ou entre des popula-
tions. Pour ces tests, nous avons considéré les chromosomes comme des populations diffé-
rentes. Si les groupes de gènes étudiés au sein des chromosomes pouvaient être liés entre
eux notamment via des homologies ou des positions, nous avons considéré les populations
comme appariées. Les tests d’hypothèses non appariés ont été utilisés lorsque les don-
nées représentaient une population indépendante par exemple des groupes de gènes entre
lesquels aucun lien n’a pu être construit.

Test U de Mann-Whitney

Le test de Wilcoxon-Mann-Whitney (Mann & Whitney, 1947), aussi appelé test U de
Mann-Whitney, est un test d’hypothèse non paramétrique. Ce test vise à tester l’hypothèse
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selon laquelle les distributions de chacun de deux groupes de données sont proches. Il
suppose que les données soient indépendantes et ordonnées. Ainsi, pour ce test l’hypothèse
nulle, H0 est définie comme « les distributions associées à chacune des populations sont
égales ». La statistique de test est définie telle que présentée dans l’Équation 1.1.

U =
n∑

i=1

m∑
j=1

S(Xi, Yj) (1.1)

Avec,

U =
n∑

i=1

m∑
j=1


1 Yi < Xj

1
2 Yi = Xj

0 Yi > Xj

(1.2)

et,

Xi La valeur de l’échantillon i dans X

Yj La valeur de l’échantillon j dans Y

Un exemple de ce test peut être retrouvé en Section 7.3.2 lorsque l’on souhaite tester
si la distribution de la couverture en ET entre une population de gènes dupliqués et des
gènes retrouvés en un seul exemplaire est similaire. Ces deux populations peuvent être
ordonnées le long des chromosomes et sont indépendantes. Ainsi, un test U de Mann-
Whitney peut être utilisé dans ce cadre.

Test des rangs signés de Wilcoxon

Le test des rangs signés de Wilcoxon (Wilcoxon, 1945) est un test d’hypothèse non
paramétrique. Ce test suppose un appariement des données et des données ordonnées. De
plus, le calcul de la différence entre les valeurs doit comporter un sens du point de vue
des données testées, ici un sens biologique. Ainsi, ce test présente les mêmes conditions
que le test des signes et permet de répondre à une question similaire, mais présente une
meilleure puissance statistique, c’est pourquoi il a été privilégié quand cela était possible.
La statistique du test est définie selon l’Équation 1.3. Pour ce test qui s’intéresse à la
médiane de la différence entre les distributions l’hypothèse nulle est définie comme « les
médianes des distributions associées à chacune des populations sont égales ».

T+ =
n∑

i=1
Riψi (1.3)
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Avec,

T+ statistique de test des rangs signés de Wilcoxon

Ri le rang de la valeur absolue de la différence Zi

ψi la fonction indicatrice, i.e. égale à 1 si Zi > 0 et 0 Zi ≤ 0

Un exemple de ce test peut être retrouvé en Section 6.2.3 lorsque l’on souhaite tester
si la distribution des niveaux d’expression des gènes ohnologues est similaire. Ces deux
populations peuvent être ordonnés appariés par le lien d’ohnologie et la différence de
niveau d’expression entre deux gènes à un sens biologique. Ainsi, un test de rangs signés
de Wilcoxon peut être utilisé dans ce cadre.

Student t test

Les t-tests de Student (Student, 1908) regroupent un ensemble de test d’hypothèses
qui se basent sur une statistique de test qui suit la distribution t de Student. Ces tests sont
paramétriques. Ils nécessitent la normalité des moyennes de l’échantillon, et la variance
de l’échantillon doit suivre une distribution de χ2. De plus, la moyenne et la variance de
l’échantillon doivent être statistiquement indépendantes. De plus, la normalité des valeurs
de la population testée doit être établie, dans le cas d’échantillon de taille importante, le
théorème central limite permet d’estimer la distribution comme normale. À l’image du test
des rangs signés de Wilcoxon, les tests t s’intéressent a testé un paramètre des distributions
étudiées, ici c’est la moyenne des distributions qui est testées. Ainsi, l’hypothèse nulle
est définie comme « les moyennes des distributions associées à chacune des populations
sont égales ». Ces catégories de tests regroupent différents tests. Dans le cadre de cette
thèse, nous avons utilisé le test dans sa version adaptée aux données non appariées dont
la statistique de test est présentée dans l’Équation 1.4 et la version adaptée pour les
échantillons appariés (Équation 1.5). Les tests t appariés permettent une plus grande
puissance statistique notamment en évitant les erreurs de faux négatifs (erreur de type
II).

t = X̄1 − X̄2√
s2

X1
+s2

X2
2

√
2
n

(1.4)

Avec, √
s2

X1
+s2

X2
2 la déviation standard groupée pour les populations de taille n
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s2
X1 + s2

X2 les estimateurs non biaisés des variances des deux échantillons

n la taille de la population 1 et 2

X̄1 et X̄2 les moyennes des deux populations

Ce test a été utilisé dans des conditions similaires au test U de Mann-Whitney.

t = X̄D − µ0

sD/
√
n

(1.5)

Avec,

X̄D la moyenne des différences entre toutes les paires

sD l’écart type des différences entre toutes les paires

µ0

Ce test a été utilisé dans la Section 3.2 pour tester si la distribution des pourcentages
des gènes ohnologues entre les chromosomes ohnologues était similaire.

Tests de χ2

Les tests de χ2 (Pearson, 1900) sont un ensemble de tests statistiques qui se basent
sur une statistique de test qui suit la distribution χ2 sous l’hypothèse nulle. Ce sont des
tests non paramétriques. Différentes déclinaisons du test du χ2 ont été utilisées au cours
des analyses menées pendant la thèse.

Nous avons principalement utilisé le χ2 d’homogénéité qui permet de vérifier si deux
populations de même taille sont dérivées d’une même loi de probabilité. Pour ce test
l’hypothèse H0 est que « la distribution d’une variable catégorielle est similaire pour
l’ensemble des populations ». La statistique de test associée est précisée en Équation 1.6.

J∑
i=1

(Oi − Ei)2

Ei

(1.6)

Oi valeurs observées pour lesquelles l’échantillon prend la valeur i

Ei valeurs attendues sous l’hypothèse nulle

Le χ2 d’homogénéité a notamment été utilisé pour comparer l’environnement en ET
des régions géniques et intergéniques en Section 7.3.2

Nous avons aussi utilisé le χ2 d’indépendance, un test permettant de vérifier l’indépen-
dance statistique entre deux variables. L’hypothèse nulle est définie comme « les variables

73



Chapitre 1 – Matériel et méthode

sont indépendantes, il n’y a pas de relation statistique entre les variables catégorielles ».
La statistique est décrite en Équation 1.7.

T =
∑
i,j

(Oij − Eij)2

Eij

(1.7)

Oij valeurs observées pour lesquelles l’échantillon 1 prend la valeur i et
l’échantillon prends la valeur 2

Eij valeurs attendues sous l’hypothèse nulle définie telle que : Eij = Oi×Oj

N

Le χ2 d’homogénéité a notamment été utilisé pour comparer l’environnement en ET
des régions géniques et intergéniques et en particulier si certaines familles étaient surre-
présentées dans une des deux populations en Section 7.3.2.

Le test exact de Fisher (Fisher, 1936), est un test apparenté au test de χ2, adapté à
des échantillons de petite taille, mais reste valide, quel que soit la taille des effectifs. Ainsi,
il est moins restrictif que les tests de χ2. Ce test se base sur des tables de contingence de
type de 2 X 2. Sous l’hypothèse nulle, la statistique de test suit une loi hypergéométrique.
Un exemple est présenté en Table 1.1. La Table de contingence permet un calcul exact de
la statistique de test. L’hypothèse de test H0 est définie comme « les proportions relatives
d’une variable sont indépendantes indépendantes des proportions de la seconde variable ».
La statistique de test est présentée en Équation 1.8.

Table 1.1 – Exemple de table contingence 2 X 2 pour les tests exacts de Fisher

Proportion 1 Proportion 2 Totaux
Variable 1 a b a + b
Variable 2 c d c + d
Totaux a + c b + d n

p = (a+ b)!(c+ d)!(a+ c)!(b+ d)!
a!b!c!d!n! (1.8)

a valeur associée à la cellule (1,1)

b valeur associée à la cellule (1,2)

c valeur associée à la cellule (2,1)

d valeur associée à la cellule (2,2)

n taille de la population
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Le test exact de Fisher a été utilisé pour tester si un groupe présentait une proportion
significativement plus importante par rapport à un autre groupe, par exemple en Section
8.2.2.

Test binomial

Ce test d’hypothèse permet de tester la probabilité de succès d’un évènement en se
basant sur la distribution binomiale. Cette distribution décrit la probabilité d’observer
un évènement particulier pour une variable quantitative. Pour être applicable, la variable
testée doit suivre les critères de Bernoulli à savoir : i) le nombre d’observations est fixé, ii)
les observations sont indépendantes, iii) chaque observation doit être binaire c’est-à-dire
avoir l’issue échec ou succès et iv) la probabilité d’un succès est la même pour chaque
essai. La statistique de test associée est présentée en Équation 1.9. Pour ce test l’hypothèse
nulle est définie comme « la probabilité de succès de l’évènement considéré est similaire
à la probabilité théorique ».

Pr(X = k) =
(
n

k

)
pk(1 − p)n−k (1.9)

(
n
k

)
coefficient binomial

n le nombre d’expériences réalisées

p la probabilité de succès

k le nombre de succès dans une répétition de n expériences

Ce test a par exemple été utilisé pour tester si la répartition des QTLs était équipro-
bable entre deux fragments chromosomiques synténiques en Section 4.2.

Test z de proportion

Si la taille de l’échantillon est importante, la distribution binomiale peut être approxi-
mée par une distribution normale. Si la une loi normale est approximée, un test Z peut
être utilisé. Cette catégorie de test se base sur une statistique de test qui suit une loi
normale et permet de tester l’hypothèse nulle d’une égalité des proportions comparées.
Afin de tester des différences de proportions, la statistique décrite en Équation 1.10 est
utilisée.
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Z =
√
n

X̄n − p0√
p0(1 − p0)

(1.10)

π coefficient binomial

n le nombre d’expériences réalisées

k le nombre de succès dans une répétition de n expériences

Ce test a été utilisé dans un cadre similaire au test binomial avec des populations de
taille importante.

1.2.2 Tests de comparaison de deux variables

Pour certaines analyses, nous avons cherché à tester s’il existait un lien entre des
variables. Afin de tester le lien par paire de variables, nous nous sommes appuyés sur le
calcul de corrélations. Étant donné les questions posées, le lien statistique, et les données
quantitatives, nous nous sommes appuyés sur des corrélations linéaires. Les corrélations
offrent d’établir finement le sens et la force d’un lien entre deux variables. Différentes
méthodes permettant la mesure de la corrélation existent. Dans le cadre de la thèse nous
avons utilisé la corrélation de Spearman (Spearman, 1904) notée ρ dont le détail du calcul
est présenté dans l’Équation 1.11. Cette méthode est l’équivalent non paramétrique de
la corrélation de Pearson. Cette méthode est adaptée pour l’étude de variables dont la
relation ne semble pas affine, mais plutôt monotone. Le coefficient de corrélation s’appuie
sur les rangs des valeurs plutôt que sur leurs valeurs. Cette approche est similaire au
τ de Kendal (Kruskal, 1958) qui s’intéresse à la corrélation de rang entre des variables en
s’intéressant aux paires discordantes.

rs = cov(rgX , rgY )
σrgXσrgY

(1.11)

cov(rgX , rgY ) est la covariance de variables de rang,

σX et σY définissent les écarts types des variables de rang

Nous avons aussi utilisé la corrélation de Pearson (Pearson, 1895) présenté dans l’Équa-
tion 1.12. Cette méthode va permettre un calcul de corrélation particulièrement adaptée
aux relations affines. Ainsi, dans le cas d’une relation affine, les deux méthodes auront un
comportement similaire. Dans le cas d’une relation monotone, le coefficient de Spearman
présentera des valeurs plus hautes que le coefficient de Pearson.
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r = Cov(X, Y )
σXσY

(1.12)

Cov(X, Y ) la covariance des variables X et Y

σX et σY définissent les écarts types des variables X et Y

Ces tests ont été utilisés pour tester la relation entre les différents mécanismes étudiés
au cours de la thèse en Section 9.1.

1.2.3 Tests d’adéquation à une loi

Nous avons eu besoin de tester l’adéquation de distribution à des lois particulières,
notamment pour tester la normalité de celle-ci, mais aussi de tester si les lois sous-jacentes
aux distributions des valeurs observées étaient similaires.

Test de Kolmogorov–Smirnov

Afin de comparer les lois sous-jacentes aux distributions, nous avons utilisé le test de
Kolmogorov–Smirnov (Smirnov, 1948). Ce test permet de comparer une distribution à
une loi connue ou deux distributions entre elles. La statistique associée au pour chacun
des échantillons est présentée en Équation 1.13 et est comparée via l’Équation 1.14. Pour
ce test l’hypothèse nulle est définie telle que : « les distributions sont issues de la même
loi de répartition ».

1
n

n∑
i=1

1Xi(ω)≤x (1.13)

ω la fonction de répartition empirique

Xi variable ordonnée X de rang i

n taille de la population X

Ce test a été principalement utilisé pour tester si une distribution observée présentait
une loi connue.

Dn,m = sup
x

|F1,n(x) − F2,m(x)| (1.14)

F1,n les fonctions de distribution empirique du premier échantillon

F2,m les fonctions de distribution empirique du second échantillon
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Ce test a été utilisé pour tester si des distributions étaient similaires, par exemple en
Section 5.2.

Test de Shapiro Wilk

Le test de Shapiro Wilk (S. S. Shapiro & Wilk, 1965) a été utilisé au cours de la thèse
pour tester la normalité d’une population. l’hypothèse nulle associée est « l’échantillon
considéré est issu d’une distribution normale ». La statistique de test associée est présentée
en Équation 1.15.

W =

(
n∑

i=1
aix(i)

)2

n∑
i=1

(xi − x)2
(1.15)

x(i) la statistique d’ordre

x la moyenne de l’échantillon

ai définit tel que (a1, . . . , an) = m⊤V −1

(m⊤V −1V −1m)1/2

m les espérances des statistiques d’ordre d’un échantillon de variables suivant
une loi normale

V est la matrice de variance-covariance de ces statistiques d’ordre.

Ce test a été principalement utilisé pour tester les conditions d’utilisation des tests
nécessitant de vérifier la normalité des données.

1.2.4 Tests utilisés dans les méta-analyses

Pour un certain nombre d’analyses, nous avons eu besoin d’agréger des résultats pro-
venant de différentes expériences. Pour effectuer ces méta-analyses, nous nous sommes
appuyés sur des stratégies statistiques d’agrégation de p-values. Ces méthodes permettent
de combiner les p-values de tests indépendants qui portent sur la même hypothèse. Les
résultats des tests combinés doivent être issus de tests produisant des statistiques de tests
issues de distributions continues. Dans l’ensemble, ces tests se basent sur l’hypothèse que
sous H0 les p-values sont échantillonnés indépendamment et uniformément dans l’inter-
valle [0, 1]. La statistique de test et la p-value associé sont mesurés sur la base de la
distribution de cette statistique de test sous l’hypothèse nulle. La statistique de test peut
être calculée suivant différentes méthodes. Ces diverses méthodes vont mettre en évidence
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différents aspects d’une combinaison de p-value (Heard & Rubin-Delanchy, 2018). Au
cours des différentes analyses, nous avons utilisé deux types de méthode de calcul. La
méthode Fisher (Fisher, 1970) est définie tel que :

χ2
2k ∼ −2

k∑
i=1

log (pi) (1.16)

pi la p-value associée au ieme test d’hypothèse

k le nombre de tests d’hypothèses, c’est-à-dire le degré de liberté de la dis-
tribution de χ2

La méthode de Fisher présente le problème de surestimer les résultats lorsque les p-
values agrégées proviennent de tests produisant des statistiques de tests discrètes comme
des tests de rangs ou basés sur des tables de contingence (Kincaid, 1962). Néanmoins, ce
problème s’efface pour des tailles d’échantillons importantes qui permettent aux distribu-
tions discrètes d’être approximée par une distribution continue (Mosteller & Fisher, 1948).
Cette méthode ne permet pas d’appliquer facilement un poids aux expériences pour leur
donner une importance différente contrairement à la méthode de Stouffer (Stouffer et al.,
1949). Néanmoins, ce besoin ne s’est pas présenté au cours des analyses menées pendant
la thèse. Cette méthode d’agrégation a été utilisée dans l’analyse des expériences de trans-
criptomiques présentées en Chapitre 6. La méthode de Mudholkar et George (Mudholkar
E.O., 1983) se base sur la moyenne de statistiques de test de la méthode de Fisher et la
méthode de Pearson. la statistique de test est définie tel que :

TM = −c
k∑

i=1
log

(
Pi

1 − Pi

)
(1.17)

pi la p-value associée au ieme test d’hypothèse

k le nombre de tests d’hypothèses, c’est-à-dire le degré de liberté de la dis-
tribution de χ2

Cette méthode a la particularité de produire des résultats extrêmes avec des p-values
très proches de 1 ou 0. Cette méthode est aussi particulièrement conservatrice et va
permettre de modérer des résultats extrêmes. Cette méthode d’agrégation a été utilisée
dans l’analyse des expériences de séquençage au bisulfite présentées en Chapitre 8.
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1.3 Matériel génétique

Au cours de cette thèse, nous avons étudié différents aspects du génome du pommier.
Différents séquençages de cette espèce ont été effectués ces dernières années. À la date
du début de la thèse (2019), le dernier séquençage de haute qualité était celui du génome
d’un haploïde doublé de Golden delicious et avait été réalisé au laboratoire (Daccord et
al., 2017). Cette version du génome est connue sous le nom de GDDH#13 et la dernière
version est donnée en 1.1. Il résulte d’un séquençage combinant des séquençages de reads
courts de technologie Illumina et de reads longs obtenus par la technologie PacBio. Le
scafolding s’est appuyé sur des cartes optiques générées avec des outils BioNano et des
cartes génétiques. De plus les séquences obtenues ont été annotées en se reposant sur
les données RNA-Seq (incluant les petits ARN) et les ETs. Le génome de M. domestica
mesure environ 650 Mb, exactement 624 851 326 bp rassemblée en 17 chromosomes et un
chromosome chimérique (le chromosome 0) constitué des scaffolds qui n’ont pas pu être
rattachées à un groupe de liaison. Le chromosome 0, contient 2218 gènes pour une longueur
totale de 52 728 359 bp. Le chromosome 0 a été supprimé des analyses menées au cours
de la thèse, car ses séquences ne sont pas associées à un chromosome en particulier. Les
ETs représentent 372,2 Mb du génome. Le génome complet présente 52 741 séquences
annotées comme gènes, dont 45 116 ont été identifiées comme présentant un Coding DNA
Sequence (CDS). Le génome filtré du chromosome 0 représente 50 522 séquences annotées
comme gènes, dont 43 488 annotées comme codant pour une protéine. Ce séquençage
a permis de confirmer la présence d’une WGD par les auteurs du premier génome de
pommier disponible (Velasco et al., 2010). De plus, une explosion majeure de différents
ETs a été identifiée (Daccord et al., 2017). Elle a été datée par estimation du taux de
mutation (Lander et al., 2001) à 21 millions d’années (Daccord et al., 2017).
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Afin d’étudier le devenir des gènes dupliqués par WGD chez le pommier, il convient
d’identifier avec fiabilité, les couples de gènes dupliqués par WGD. De même, certaines
analyses et en particulier l’analyse portant sur la pression de sélection nécessite de s’ap-
puyer sur les séquences d’une autre espèce, proche, et n’ayant pas subi la dernière WGD.

2.1 Identification des blocs de synténie

2.1.1 Introduction

Les blocs de synténie se définissent comme la préservation de l’ordre des gènes entre
homologues le long des segments chromosomiques (Drillon et al., 2014). Du fait de la
duplication complète du génome, les génomes dupliqués par WGD présentent un ensemble
de blocs de synténie. Afin d’étudier le devenir des gènes dupliqués par WGD chez le
pommier, il convient d’identifier l’ensemble des couples de gènes issus de la duplication
par WGD et rassemblés en blocs de synténie. En effet, la synténie permet de confirmer
que les gènes ont été dupliqués par des mécanismes de WGD et non des mécanismes
de duplication à plus petite échelle. Dans le contexte des gènes dupliqués par WGD, les
gènes paralogues peuvent être appelés ohnologues, du nom de leur découvreur, Ohno dans
les années 70 (Ohno, 1970). L’ensemble de ces notions a été développées en introduction
et en particulier dans l’article de revue. De nombreux outils ont tenté des approches
différentes pour résoudre les problèmes inhérents à la détection de blocs de synténie.
Dans l’introduction, les différents algorithmes et implémentations ont été détaillés et les
avantages et inconvénients des outils associés ont été précisés dans une revue que nous
avons publiée en 2020 (Lallemand, Leduc et al., 2020).
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2.1.2 Matériel et méthode

L’identification des blocs de synténie est un défi algorithmique important. Différents
outils visent à résoudre ce problème en s’appuyant sur différents algorithmes, qui vont
permettre de répondre à des besoins particuliers comme la recherche de synténies au
sein d’un seul génome ou pour un ensemble de génomes. Afin d’étudier le devenir des
gènes dupliqués au sein du pommier, nous avons cherché les traces de la dernière WGD
commune aux Maloideae. L’identification est réalisée à partir du génome de M. domestica
et en particulier sur le génome du Golden Delicious Double Haploïde #13 (GDDH13) en
version 1.1 (Daccord et al., 2017). Le chromosome 0 ayant été supprimé des analyses,
l’identification des blocs de synténie est donc faite sur un jeu de données d’un total
de 49 921 gènes codants. Ces blocs de synténie étant la base de toutes les analyses qui
suivront, la précision et la fiabilité de ceux-ci seront clés. Ainsi nous cherchons ici à
identifier des blocs de synténie intraspécifiques issus d’une WGD attendue comme récente
(Daccord et al., 2017 ; Velasco et al., 2010). Pour répondre à cette question, à la lumière
des tests déjà réalisés (Lallemand, Aubourg et al., 2020), nous avons choisi d’identifier les
blocs de synténie avec différents outils que sont SynMap 2, MCScanX et i-ADHoRe 3.0
et d’en comparer les résultats. Cette comparaison permet de s’assurer de la qualité des
résultats et privilégier le meilleur.

Une première recherche des blocs de synténie a été effectuée avec SynMap 2 (Haug-
Baltzell et al., 2017). SynMap 2 est un outil développé pour effectuer différentes analyses
de génome, et permet entre autres l’identification des blocs de synténie. Une présen-
tation complète de cet outil est disponible (Lallemand, Leduc et al., 2020). L’interface
avec l’utilisateur est faite par une interface web intuitive adaptée à des utilisateurs non-
informaticiens. La plupart des paramètres des outils ne sont pas consultables ou mo-
difiables autorisant une prise en main rapide de l’outil, y compris pour un utilisateur
non-expert au détriment d’un paramétrage fin des outils utilisés. Cet outil permet la
construction d’une visualisation sous forme de dot-plot. Par ailleurs, cet outil autorise le
calcul du Ka/Ks. De plus, il ne nécessite pas de ressources informatiques importantes
puisque les calculs sont effectués sur des machines distantes hébergées par les auteurs de
l’outil. Ce logiciel permet d’identifier des blocs synténiques en se basant sur la recherche
de diagonale dense dans une matrice de gènes homologues. Pour se faire, le génome nu-
cléique est aligné contre lui-même (blast-all-against-all) afin d’identifier les zones d’homo-
logie. Cet alignement peut être effectué par différents outils : (B)LastZ (Kiełbasa et al.,
2011), MegaBlast (Morgulis et al., 2008), Megablast discontinu (Morgulis et al., 2008),
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BlastN (Altschul et al., 1990), BlastP (States & Gish, 1994) et TblastX (Camacho et al.,
2009). TblastX permet une recherche de séquences à partir d’une traduction dans les six
cadres de lecture des nucléotides en acide aminé contre une banque de données de nucléo-
tides traduits, et prend donc six fois plus de ressources de calculs par rapport à blastN.
TblastX est décrit par les auteurs de SynMap comme peu performant pour la recherche
de synténies (Haug-Baltzell et al., 2017). En effet, l’absence de résultats au niveau nu-
cléotidique suggère une structure de génome divergente où sans doute la colinéarité des
gènes n’est plus existante. Pour cette analyse, Latz a été utilisé, qui permet une recherche
nucléotide-nucléotide plus rapide que blastN (Kiełbasa et al., 2011). Cette implémentation
de LastZ permet une parallélisation du calcul et est présentée par les auteurs de SynMap
comme le meilleur algorithme en termes de sensibilité et de vitesse (Haug-Baltzell et al.,
2017). Pour suivre, différents filtres sont réalisés et notamment : les gènes en tandem sont
regroupés en une séquence représentative et les séquences répétées sont supprimées. Ces
filtres sont particulièrement importants, car l’identification des blocs de synténie est faite
via DAGChainer (Haas et al., 2004). DAGChainer est un outil qui permet d’identifier les
paires de gènes homologues qui partagent un ordre conservé en cherchant des chemins au
sein d’un graphe orienté acyclique (Directed Acyclic Graph (DAG)). Un DAG rassemble
des nœuds reliés par des arêtes orientées et ne comprend pas de cycles. La présence de
gènes dupliqués en tandem ou de séquences répétées est donc très mal prise en compte par
ce type d’algorithme et introduirait des biais importants. Ainsi, DAGChainer reçoit en
entrée un fichier qui rassemble les résultats Blast et les e-value associées, et va construire
le DAG. Dans ce DAG, les paires de gènes constituent les nœuds, les distances entre gènes
sur le même chromosome constituent les arêtes. Les recherches dans ce DAG permettent
de déterminer les blocs de synténie. DAGChainer a été paramétré en suivant les recom-
mandations des auteurs de SynMap 2 (Haug-Baltzell et al., 2017) comme suit : Relative
Gene Order Maximum distance between two matches (-D) : 20 gènes ; Minimum number
of aligned pairs (-A) : 5 gènes. Ainsi, une synténie sera donc constituée d’au moins 5 gènes
consécutifs et 2 gènes sont considérés comme consécutifs s’ils sont séparés de moins de
20 gènes intercalants.

Les blocs de synténie identifiés par DAGChainer sont alors fusionnés afin de produire
des blocs les plus grands possibles. Cette fusion est faite par Quota Align Merge, qui s’ap-
puie sur une couverture attendue (appelée quota) pour sélectionner un sous-ensemble de
couples de gènes colinéaires avec un score total maximal. Étant donné notre connaissance
de l’histoire évolutive du pommier qui suggère la présence d’une WGD (Daccord et al.,
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2017) ainsi que les observations sur des Maloideae en particulier le poirier (Q. Li et al.,
2019), la couverture attendue est 2 :1. L’optimisation des scores de ces blocs de manière
globale permet un résultat de qualité. Cette fusion est faite par Quota Align Merge avec
une distance maximale entre deux blocs (-Dm) de 500 gènes. Cette fusion par quota per-
met de prendre en compte les gènes paralogues provenant de duplications plus anciennes.
Les génomes de plantes ayant souvent connu plusieurs WGDs au cours de leur histoire
évolutive, cette étape est surtout importante pour une étude portant sur le pommier issu
de la famille des Rosacées, une famille qui a connu de nombreuses WGDs. À partir de
ces résultats, SynMap produit une visualisation par dot-plot et permet l’exportation des
fichiers de résultats finaux pour des analyses. Différentes analyses des résultats de synté-
nies ont été mises en place et notamment la construction d’une visualisation circulaire via
Circos (Krzywinski et al., 2009). La construction de cette visualisation n’est pas complè-
tement automatique et nécessite un traitement manuel, notamment la construction d’un
fichier de configuration, un procédé chronophage.

Les blocs de synténie ont également été identifiés à l’aide d’un deuxième outil, MCS-
canX (Y. Wang et al., 2012). Ce package comprend un ensemble d’outils permettant
l’identification de blocs de synténie, leur visualisation et peut aussi exécuter différents
calculs supplémentaires tels que le calcul de la pression de sélection estimée avec le Ka/Ks

ou la construction de visualisations particulières. Ce programme est principalement écrit
en C et en Perl. Il est à noter que la version mise à disposition par les auteurs ne peut pas
être compilée telle quelle et nécessite une correction du code. Ceci peut être à l’origine de
complications lors du déploiement de l’outil. Ce programme met en œuvre l’algorithme
de MCScan (Tang et al., 2008) dont différentes mises à jour ont permis une optimisation
du résultat et des performances. Cet algorithme identifie les blocs colinéaires dans les gé-
nomes ou les sous-génomes, puis effectue des alignements multiples de blocs colinéaires en
utilisant les gènes colinéaires comme ancres. Cet outil nécessite en entrée les identifiants
des cinq meilleurs gènes homologues au niveau protéique de chacun des gènes du génome
généré par blastP-all-against-all (Camacho et al., 2009) (seuil de e-valeur à 10 × 10−5)).
La taille de cette entrée peut être modifiée, cinq gènes étant la recommandation faite par
les auteurs. Pour suivre, si des résultats de blastP consécutifs ont un gène commun et que
les gènes appariés sont séparés par moins de cinq gènes, ces correspondances sont regrou-
pées en utilisant la paire représentative avec la plus petite e-value. Ce procédé permet de
ne pas biaiser l’algorithme à cause des gènes dupliqués en tandem qui augmenterait arti-
ficiellement le score du bloc. Ensuite, par programmation dynamique, le chemin de plus
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haut score reliant les différents gènes synténiques entre deux chromosomes est recherché.
Le calcul du score est fourni par l’Équation 2.1 (Y. Wang et al., 2012).

E = 2Pm
N

m−1∏
i=1

(
l1i

L1
· l2i

L2

)
(2.1)

Avec,

P le nombre d’occurrences du i-ème gène apparié et de ses homologues dans
la région chromosomique ohnologue

N le nombre de paires de gènes entre les deux régions chromosomiques

m est le nombre d’ancres entre les deux régions chromosomiques

L1 et L2 sont les longueurs des deux régions chromosomiques

l1i et l2i sont les distances entre deux ancres adjacentes dans les deux régions
chromosomiques

L’équation 2.1 permet de favoriser les gènes colinéaires fortement homologues. Les
fragments chromosomiques ciblés par des loci ancestraux consécutifs sont peu à peu ali-
gnés par rapport aux chromosomes de référence, où chaque génome testé est utilisé comme
référence successivement. Cette opération permet de déterminer le nombre de duplications
présentes pour une région et d’améliorer ainsi la classification des gènes. Les gènes sont
alors classifiés selon leur nombre de copies et leur distribution génomique. Pour l’iden-
tification des blocs de synténie chez le pommier, les paramètres utilisés pour MCScanX
étaient ceux proposés par les auteurs après des tests sur différents jeux de données simu-
lées (Y. Wang et al., 2012). Les paramètres utilisés sont les suivants : match_score : 50 ;
match_size : 5 ; gap_penalty : -1 ; overlap_window : 5 ; e_value : 1 × 10−5 et max_gaps :
25. Ainsi, seront considérés comme synténiques des régions présentant cinq gènes coli-
néaires avec un score d’alignement d’au moins 50 pour chacune des paires de gènes, avec
moins de 25 gènes non colinéaires et une e-value inférieure à 1 × 10−5.

L’identification des gènes synténiques dans le génome du pommier a aussi été réalisée
à l’aide d’un pipeline ad hoc basé sur i-ADHoRe 3.0 (Proost et al., 2012). De la même
façon que pour MCSCanX, l’entrée d’i-ADHoRe nécessite d’identifier les gènes avec les
plus grands scores de similarité pour chacun des gènes du pommier en utilisant un blastP-
all-against-all (Camacho et al., 2009) avec un seuil de e-valeur à 1 × 10−5. Comme pour
MCScanX nous avons pris les cinq meilleurs résultats. Ces informations d’homologies sont
ensuite utilisées comme données d’entrée pour i-ADHoRe 3.0, permettant la construction
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de blocs de synténie basés sur la recherche de diagonales denses dans une matrice creuse de
gènes homologues. Le schéma de l’algorithme exact est présenté en Figure 2.1. A l’image
des autres outils, les gènes dupliqués en tandem sont regroupés sur un seul représentant.
Chaque paire de chromosomes est utilisée pour construire une Matrice d’Homologie de
Gènes (GHM) dont une schématisation est présentée en Figure 2.1 A. Dans cette matrice
creuse, les paires de gènes homologues sont représentées par des points. Ainsi, les régions
colinéaires apparaissent comme des diagonales denses en points. Une évaluation statistique
de la signification des diagonales est estimée en tenant compte de la densité globale de la
matrice. Les régions colinéaires significatives trouvées lors de cette détection initiale sont
converties en profil. Les deux régions colinéaires sont alignées, c’est-à-dire que les gènes
homologues ont été placés dans la même colonne en ajoutant des espaces si nécessaire.
La construction de l’alignement du profil est présentée en Figure 2.1 B. Cet alignement
est effectué par l’algorithme progressif de Needleman-Wunsch (pNW), mais peut être
configuré pour utiliser d’autres outils d’alignement protéiques basés sur des stratégies
d’alignement elles mêmes basées sur l’approche par graphe gourmand (Greedy Graph
(GG)). En utilisant ce profil aligné, une nouvelle recherche est effectuée (Schéma en Figure
2.1 C). Les régions significatives sont ajoutées à un nouveau profil et la recherche de
profil est répétée (Figure 2.1 D). La recherche se poursuit avec le profil suivant jusqu’à
convergence de l’algorithme. Cet algorithme itératif permet de retrouver des profils avec
une sensibilité importante.

Pour cette analyse, les paramètres utilisés pour i-ADHoRe 3.0 étaient les suivants :
cluster_type=colineaire ; tandem_gap=15 ; prob_cutoff =10 × 10−5 ; gap_size= 30 ; clus-
ter_gap= 30 ; q_value=0,75 ; prob_cutoff =0,01 et anchor_points=5. Ainsi, pour cet ou-
til, seront considérés comme des gènes dupliqués en tandem les gènes homologues sur le
même chromosome à moins de 15 gènes l’un de l’autre. Par ailleurs, seront considérés
comme synténiques les ensembles d’au moins cinq gènes collinéaires espacés de moins de
30 gènes avec une probabilité de génération du bloc de synténie par chance inférieure à
1 × 10−5.

À partir de l’ensemble des gènes homologues identifiés et d’i-ADHoRe 3.0, nous avons
pu reconstruire les fragments de chromosomes synténiques. Ces blocs de synténie peuvent
être visualisés à l’aide de diagrammes circulaires construits de le même façon que pour
les résultats associés à MCScanX et SynMap. Pour cet outil l’analyse des résultats et la
construction de la visualisation via Circos sont réalisées automatiquement par le pipe-
line y compris la construction du fichier de configuration. Le pipeline syntenic-blocks-
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Figure 2.1 – Schéma de l’algorithme de construction des blocs de synténie par i-ADHoRe 3.0. Adapté
du schéma associé à la publication des auteurs (Proost et al., 2012). (A) Construction d’une matrice
d’homologie de gènes avec deux segments colinéaires initiaux. (B) Alignement des gènes homologues
partagés entre les régions colinéaires pour la construction d’un profil. Le profil construit contient les
informations des deux segments. (C) Début du processus itératif, la matrice compare le profil créé avec
un nouveau segment colinéaire. (D) Génération d’un nouveau profil contenant les informations des trois
segments. L’itération continue jusqu’à ce que le dernier profil créé ne trouve pas de nouveau segment
colinéaire.
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snakemake est accessible depuis l’Uniform Resource Locator (URL) suivante : https:
//forgemia.inra.fr/tanguy.lallemand/syntenic-blocks-snakemake.git. Il a été conçu pour
être employé avec n’importe quels génomes pour détecter les blocs synténiques intraspéci-
fiques et interspécifiques et peut être exploité dans d’autres contextes que l’étude actuelle.
Il a été utilisé uniquement pour identifier les blocs synténiques intraspécifiques dans cette
étude, mais a déjà été utilisé avec succès dans d’autres projets et en particulier sur le
rosier. Ce pipeline vise de même à reconstruire les triplets, dont les détails de conception
sont présentés dans la section suivante.

Les résultats de ces différents outils ont été agrégés et comparés à l’aide d’un ensemble
de scripts Python et R afin de comparer les résultats.

2.1.3 Résultats

SynMap a permis l’identification d’un total de 587 blocs de synténie, rassemblant
99,03 % du génome complet. Ces blocs sont composés de 11 266 couples de gènes ohno-
logues. De plus, 8451 gènes dupliqués en tandem ont été détectés. Chacun des groupes de
gènes dupliqués en tandem a été associés à une séquence représentative. La taille moyenne
des blocs de synténie construits est de 210 couples de gènes (écart type=334). Le plus
petit bloc est composé de 15 couples, ce qui correspond à la taille minimale paramétrée.
Le plus grand bloc de synténie rassemble 2538 couples de gènes ohnologues associés à la
paire 13-16. La distribution de l’ensemble des tailles de blocs de synténie associées aux
principales paires de fragments chromosomiques ohnologues est présentée en Figure 2.2A.
On peut observer que pour l’ensemble des paires de chromosomes ohnologues, au moins
deux blocs de synténie de taille importante sont identifiés. Pour le reste des blocs, leur
taille décroît lentement jusqu’à atteindre la limite minimale de taille des blocs.

L’utilisation d’un pipeline basé sur MCScanX a permis l’identification de 16 093 couples
de gènes ohnologues rassemblés en 567 blocs de synténie. Ces couples sont composés de
23 838 gènes ohnologues, ce qui correspond à 47 % des gènes codants chez le pommier.
La taille moyenne des blocs de synténie est de 76 couples de gènes (écart type=133). La
taille du plus petit bloc est 6, conformément à la configuration de l’outil. La taille du plus
grand bloc est 615 couples de gènes associés à la paire 13-16. La distribution de la taille
des blocs de synténie identifiée par MCScanX est présentée dans la figure 2.2B. On peut
observer que pour chacune des paires de chromosomes ohnologues un bloc de synténie
de taille importante est identifié. Pour le reste des blocs, la taille se réduit rapidement
jusqu’à atteindre un palier autour de la valeur basse minimale autorisée. Nous avons pu
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(A) Histogramme de la taille (en nombre de gènes) des blocs de synténie pour chaque paire de fragments
chromosomiques synténiques identifiés avec SynMap. On peut observer la présence de deux grands blocs
de synténie suivis par un ensemble de plus petits blocs dont la taille décroît jusqu’à la taille configurée.
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(B) Histogramme de la taille (en nombre de gènes)
des blocs de synténie pour chaque paire de frag-
ments chromosomiques synténiques identifiés avec
MCScanX. On peut observer la présence d’un
grand bloc de synténie suivi par un ensemble de
plus petits blocs dont la taille décroît jusqu’à la
taille configurée.
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(C) Histogramme de la taille (en nombre de
gènes) des blocs de synténie pour chaque paire
de fragments chromosomiques synténiques identi-
fiés avec i-ADHoRe. On peut observer la présence
d’un grand bloc de synténie suivi par un ensemble
de plus petits blocs dont la taille décroît jusqu’à la
taille configurée.

Figure 2.2 – Distribution des tailles des blocs de synténie identifiés avec SynMap (2.2A), MCScanX
(2.2B) et i-ADHoRe (2.2C). L’axe des ordonnées (size) représente le nombre de gènes par bloc de synténie.
L’axe des abscisses (syntenic_blocks) présente les différents blocs de synténie identifiés. Les couleurs sont
associées aux différents couples de fragments chromosomiques synténiques.
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aussi identifier 4914 gènes dupliqués en tandem.
Le pipeline basé sur i-ADHoRe 3.0 a permis l’identification de 865 blocs synténiques.

Nous avons identifié 16 779 paires de gènes, dont 10 958 paires de gènes ont été identifiées
de façon unique ; 5821 paires de gènes (représentant 6327 gènes uniques) ont été identifiées
dans plus d’un bloc de synténie. Ce résultat confirme l’existence de WGD plus ancienne.
Nous avons identifié 14 788 gènes dupliqués en tandem (29 % des gènes). Globalement, les
blocs de synténie représentent 91,38 % de la longueur totale du génome. La taille moyenne
des blocs comprend 44 paires de gènes (écart type=112). Le plus petit bloc présente cinq
paires de gènes et le plus grand bloc rassemble 1039 paires de gènes. La distribution de
la taille des blocs de synténie identifiés par i-ADHoRe est présentée dans la figure 2.2C.
De manière similaire à MCScanX, les paires de chromosomes présentent chacun un bloc
de grande taille puis un ensemble de plus petits blocs.

La visualisation circulaire de l’ensemble des blocs de synténie identifié par i-ADHoRe
et reliant les fragments chromosomiques ohnologues entre eux est présentée dans la Figure
2.3. Cette visualisation ainsi que les résultats précédents ont confirmé la bonne conserva-
tion de la WGD, puisque très peu de régions ne sont pas synténiques. Nous avons identifié
le haut du chromosome 1, le centre du chromosome 4 et une partie du chromosome 6
comme non synténiques. Nous pouvons observer des paires de fragments synténiques à
l’échelle du chromosome entier, comme c’est le cas pour les paires 3-11, 5-10, 13-16 et 9-
17. Nous avons également identifié des blocs à l’échelle du demi-chromosome tels que les
paires 1-7 ou 6-14. Dans la plupart des cas, le point de rupture est localisé près des régions
centromériques des chromosomes. Certaines paires synténiques présentent une inversion
du sens, c’est notamment le cas de la paire 3-11, 5-10 et 9-17.

2.1.4 Discussion

L’identification des blocs de synténie a été faite avec différentes méthodes qui pré-
sentent chacune des approches différentes détaillées dans la section matériel et méthode.
Afin de sélectionner l’outil permettant de générer les blocs de synténie de la plus grande
qualité qui seront à la base de toutes les analyses suivantes, nous avons cherché à com-
parer les différents résultats obtenus. Tout d’abord le nombre de gènes ohnologues est
relativement semblable entre les différents outils, i-ADHoRe étant l’outil qui a identifié
le plus de couples de gènes ohnologues, MCScanX et SynMap ayant identifié un nombre
légèrement inférieur et similaire de couples de gènes ohnologues. Cette différence est avant
tout due à l’approche utilisée par i-ADHoRe qui permet la construction de profils de façon
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Figure 2.3 – Visualisation circulaire représentant les régions synténiques au sein du génome de la
pomme GDDH13 v1.1. Le cercle externe représente les chromosomes. Les liens entre les gènes représentent
les synténies et la couleur associée au lien permet une meilleure visualisation. Des blocs de synténie de
petite taille n’ont pas été colorés afin de privilégier une bonne lecture. Des blocs synténiques peuvent être
observés à l’échelle du chromosome pour les paires 3-11 ou 5-10. Des blocs demi-chromosomiques peuvent
être observés pour les paires 1-7 et 2-7.
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incrémentale, permettant une très bonne sensibilité de l’outil et l’identification de couples
de gènes ohnologues ayant plus divergé ou issus de WGD plus ancienne.

Ensuite, nous avons comparé la taille des blocs de synténie entre les différents outils
et notamment à l’aide de la Figure 2.8 qui présente la taille des plus grandes paires de
fragments chromosomiques synténiques. On peut remarquer que globalement les outils
ont présenté un résultat semblable avec un grand bloc identifié pour chacun des couples
puis une distribution de la taille des blocs qui décroît rapidement. SynMap présente un
comportement différent avec plusieurs grands blocs et une décroissance moins rapide.
Cette observation indique que pour les blocs de synténie les plus longs, SynMap permet
l’obtention de blocs contenant plus de blocs, ce qui est sans doute dû à l’algorithme post-
construction des blocs (quota Align) qui permet de fusionner les blocs de synténie. La
décroissance la plus rapide est observée avec i-ADHoRe, qui présente en plus un grand
nombre de petits blocs. Cette observation s’explique peut être par la construction de
profils de façon incrémentale permettant une bonne sensibilité allant jusqu’à identifier
des couples de gènes plus divergents dont une partie représente probablement des restes
de WGD ancestrale. La rapide décroissance du nombre de gènes intégrés dans les blocs
suivants est probablement due à l’approche par profil qui permet de rassembler les gènes
issus du même évènement de duplication. Étant donné que le pommier a principalement
subis une WGD, une grande partie des gènes identifiés comme synténiques sont associés
au même bloc de synténie. La différence d’effectifs en termes de nombre de couples de
gènes ohnologues identifiés semble être plutôt associée aux petites paires de fragments
chromosomiques ohnologues.

Par ailleurs, nous avons voulu comprendre quelles sont les paires identifiées par les
différents outils et quelles sont les proportions des couples de gènes en commun. La com-
paraison des proportions de l’ensemble des couples de gènes ohnologues identifiés par les
différents outils est présentée en Figure 2.4. On constate que 44 % des couples de gènes
identifiés ont été retrouvés quel que soit l’algorithme utilisé. Cette observation suggère
donc des résultats de bonne qualité et robustes. Les proportions de couples de gènes iden-
tifiés par deux outils parmi les 3 sont faibles (1 et 3 %) à part pour le couple i-ADHoRe
et MCScanX qui a identifié 22 % de couples de gènes que SynMap n’a pas identifié. Cette
différence est sans doute due à l’approche de SynMap qui se base sur une information
nucléique, ce qui rend la détection d’homologie plus complexe par rapport à une infor-
mation protéique. En effet, MCScanX et i-ADHoRe identifient plus de gènes ohnologues
que SynMap. Ce constat est probablement dû aux séquences plus divergentes qui pré-
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Figure 2.4 – Diagramme de Venn représentant le nombre de couples de gènes ohnologues déterminés
par SynMap, i-ADHoRe et MCScanX. Le cercle entouré de vert en bas à gauche représente les couples
de gènes ohnologues identifiés par i-ADHoRe. Le cercle au liseré de bleu en bas à droite représente les
couples gènes ohnologues identifiés par MCScanX. Le cercle au liseré de rouge en haut représente les
couples gènes ohnologues identifiés par SynMap. Les chiffres associés à chacun des cercles représentent
le nombre et le pourcentage de paires de gènes uniquement identifiés par cet outil. Les intersections des
jeux de données représentent le nombre de couples en commun pour les outils concernés. Ainsi, 44 %
des couples de gènes ont été identifiés par l’ensemble des outils, ce qui suggère une bonne qualité du
résultat. SynMap fait office d’outsider avec seulement 4 % des gènes en commun avec l’un des deux autres
outils, tandis que MCScanX et i-ADHoRe présente 22 % supplémentaires de couples de gènes identifiés
en communs.
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sentent une homologie significative au niveau protéique lors d’une recherche avec blastP
mais pas au niveau nucléique en utilisant une recherche blastN. Cette différence entre les
données nucléique et protéique peut s’expliquer en partie par la taille de l’alphabet et de
la dégénérescence du code génétique.

Ainsi, les couples de gènes ohnologues identifiés ont au moins un exon qui est placé dans
un bloc de synténie. Néanmoins, cette approche pose problème, car l’intégration d’exons
sans tenir compte de l’ensemble du gène peut baisser la fiabilité des blocs de synténie et les
paires de gènes ohnologues. De ce fait, les 7 % de gènes identifiés seulement par SynMap
sont en majeure partie de courts exons que les autres outils n’ont pas identifiés car sont
mal annotés ou trop courts pour être significatifs au niveau protéique. De plus, l’ensemble
des analyses menées dans cette thèse à partir de ces blocs de synténie sont faites à l’échelle
des gènes. L’identification des relations d’homologies à l’échelle génique permet alors de
conserver des analyses à la même échelle. De plus, l’intégration de seulement certains
exons par SynMap pose une problématique supplémentaire de filtrage des données. Ce
résultat n’est donc pas à privilégier bien que présentant l’intérêt de renforcer la fiabilité
du résultat des autres outils en le confirmant au moins en partie. En outre, grâce au fait
que SynMap travaille sur l’ensemble de la séquence nucléique cela permet de s’affranchir
des biais liés à l’annotation. Ce résultat permet aussi de confirmer le résultat obtenu en
2017 (Daccord et al., 2017) avec SynMap3. i-ADHoRe, est l’outil qui a identifié le plus de
paires de gènes ohnologues, de même que le plus de couples de gènes ohnologues que lui
seul a identifié. Ceci peut sans doute s’expliquer, au moins en partie, par des problèmes
d’identification de blocs de synténie connus chez MCScanX, en particulier dans le cas de
synténie intraspécifique (D. Liu et al., 2018). Néanmoins ces outils ont identifié 66 % des
gènes en commun et les différences entre les deux outils sont principalement faites sur les
fragments synténiques de petite taille qui ne seront pas étudiés en profondeur dans les
analyses suivantes.

Les bilans entre les différents outils montrent une similarité importante des conclu-
sions, ce qui tend à renforcer la confiance dans le résultat qui semble se montrer répétable
dans une certaine mesure entre les différents algorithmes et fichiers d’entrées utilisés. En
conséquence, pour des problèmes liés à l’approche, la fiabilité, la présence d’une docu-
mentation et la facilité de déploiement (le code source de MCScanX est en C et la version
fournie par les auteurs ne compile pas et nécessite une correction manuelle avant compi-
lation) font que l’outil finalement retenu pour la construction des blocs de synténie est
i-ADHoRe. Pour renforcer la fiabilité des résultats de cette méthode dont on sait la sen-
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sibilité à la configuration, nous avons exécuté l’outil avec différents sets de paramètres et
sélectionné le résultat qui nous a permis d’obtenir les blocs de synténie avec le plus gènes
ohnologues. Les paramètres finaux ont été précisés dans le section matériel et méthode.
Pour la poire, un autre Maloideae qui présente cette WGD, un nombre similaire de gènes
synténiques (16 509 gènes) a été identifié à l’aide de MCScanX (Q. Li et al., 2019), ce qui
suggère que le résultat obtenu ici est fiable.

Le pipeline permettant l’exécution d’i-ADHoRe 3.0 et la construction de la visualisa-
tion circulaire ont été pensées pour être généralisées à toutes les conditions possibles. Ainsi
ce pipeline peut identifier les blocs de synténie intraspecifiques et interspécifiques pour
d’autres organismes. Il a ainsi été utilisé dans d’autres cadres et a permis la construction
et la visualisation des blocs de synténie du rosier et les synténies entre le pommier et le
pêcher.

2.1.5 Conclusion

Par différentes approches, nous avons pu identifier les blocs de synténie existants au
sein de génome du pommier. Les blocs de synténie identifiés à l’aide de SynMap3, i-
ADHoRe et MCScanX ont été comparés. Les 16 779 couples de gènes ohnologues identi-
fiés par i-ADHoRe ont été sélectionnés comme les plus pertinents en termes de qualité
d’identification. La construction d’un diagramme circulaire des blocs de synténie confirme
la présence d’une WGD récente dans l’histoire évolutive du pommier.

95



Chapitre 2 – Préparation des données

2.2 Construction de triplets pommier-pêcher

Certaines analyses nécessitent de s’appuyer sur des séquences issues d’un autre génome,
les plus proches possibles du génome étudié et non dupliquées par la dernière WGD
présente chez tous les Maloidés. Nous avons choisi d’utiliser le génome de P. persica
(pêcher), un organisme de la famille de Rosaceae, pour sa proximité phylogénétique avec
les Maloidés.

2.2.1 Matériel et méthode

Ainsi, nous avons construit des triplets de gènes constitués de deux gènes ohnologues
du pommier et le paralogue le plus proche chez P. persica. Les triplets sont construits
à partir d’un Reciprocal Best BlastP-all-against-all en utilisant les séquences ohnologues
de Malus identifiées par i-ADHoRe et l’ensemble des séquences protéiques de Prunus.
Étant donné la dépendance aux paires de gènes ohnologues, cette recherche a été im-
plémentée dans le pipeline permettant l’identification des blocs synténiques (syntenic-
blocks-snakemake). est accessible depuis l’URL suivante : https://forgemia.inra.fr/tanguy.
lallemand/syntenic-blocks-snakemake.git).

Les triplets sont conservés si les deux protéines ohnologues de M. domestica ont le
même meilleur résultat avec une recherche BlastP chez P. persica, et réciproquement la
séquence chez Prunus a comme meilleur résultat l’un des deux séquences M. domestica.
Un schéma illustrant cette construction est présenté en Figure 2.5. Cette méthode de
construction de triplets est très stringente. Cette démarche permet ainsi la construction
de triplets fiables et garantit que l’on est bien en présence de séquences qui ont été
dupliquées par la dernière WGD pour les gènes du pommier et le plus proche orthologue
chez le pêcher.

2.2.2 Résultats

Nous avons pu identifier 9821 les triplets avec deux gènes ohnologues Malus et leur
orthologue chez Prunus. La numération des triplets associés à chacun des couples de
fragments chromosomiques ohnologues est présentée en Figure 2.6. La distribution des
tailles des couples Malus associés à ces triplets est similaire à celle obtenue pour les blocs
de synténie avec des effectifs légèrement inférieurs pour chacun des couples.

Les pourcentages d’identité entre les gènes du pommier et du pêcher sont représentés
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Chromosome 3 Chromosome 11

MD03G1011400 MD11G1013400

MD03G1022100 MD11G1018500
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Prupe.6G0
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Prupe.6G1
44100

Chromosome 6
Prunus persica
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Figure 2.5 – Schéma de la construction de triplets constitués de deux gènes ohnologues chez M. do-
mestica (représentée en vert) et de l’orthologue chez P. persica (représentée en orange). À titre d’exemple,
pour le triplet MD11G1173000, MD03G1155400, Prupe.6G144100, nous avons ainsi une ohnologie Malus-
Malus identifiée par i-ADHoRe (représenté par les doubles flèches entre les chromosomes de M. domestica
et une double orthologie entre MD11G1173000 et Prupe.6G144100 et MD03G1155400, Prupe.6G144100
identifiée par blastP réciproque et représenté par les doubles flèches entre les gènes du pêcher et du
pommier.
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Figure 2.6 – Histogramme du nombre de triplets pommier-pêcher pour les couples de chromosomes
ohnologues. L’axe des ordonnées (size) présente le nombre de triplets pour un couple de fragments chromo-
somiques synténiques. L’axe des abscisses (Chromosome pair) présente les différents couples de fragments
chromosomiques synténiques. La distribution du nombre de triplets de gènes intégrés dans les couples de
fragments chromosomiques ohnologues suit une distribution similaire à celle du nombre de gènes intégrés
dans les blocs de synténie.
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Figure 2.7 – Histogramme du pourcentage d’identité des gènes du pommier et des gènes du pêcher
intégrés dans les triplets. L’axe des ordonnées (count) présente le nombre de gènes. L’axe des abscisses
(identity) présente le pourcentage d’identité, une barre correspond à un intervalle de 0,5. On peut observer
que la majorité des triplets sont composés de séquences présentant des pourcentages d’identité entre 80 %
et 100 %.
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en Figure 2.7. La moyenne de l’identité des séquences conservées est de 83,56 % avec un
écart type de 9,64 %. La moyenne de couverture est de 94,58 % (écart type=13,83 %). De
plus, la taille moyenne des séquences de requête est de 433 bp (écart type=321), de cible
est de 469 bp (écart type=332) et la moyenne de la taille des séquences alignées est de
416 bp (écart type=321).

2.2.3 Discussion
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Figure 2.8 – Histogramme de la taille des fragments chromosomiques synténiques. L’axe des ordonnées
présente la taille des fragments synténiques en nombre de gènes. L’axe des abscisses présente les différents
couples de fragments chromosomiques synténiques. Les barres bleues sont associées aux blocs de synténie
construits par SynMap, les barres rouges sont associées à MCScanX et les barres vertes sont associées à
i-ADHoRe.

Afin de pouvoir mener les analyses détaillées dans les chapitres suivants et notam-
ment une analyse de la pression de sélection, il était nécessaire de pouvoir accéder à un
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ensemble de gènes synténiques, mais aussi à des gènes orthologues chez une autre es-
pèce. C’est pourquoi nous avons choisi de construire des triplets de gènes en s’appuyant
sur un génome proche, celui du pêcher. Le choix du pêcher a été fait pour la qualité
de l’assemblage de son génome, mais aussi, car cette espèce n’a pas eu de WGD depuis
sa divergence d’avec l’ancêtre du pommier et du poirier. De plus, cet organisme est très
proche phylogénétiquement et présente une très bonne synténie avec le pommier. Parmi
les génomes disponibles chez les Rosacées de qualité suffisante, c’est le plus proche du
pommier (exceptés les autres Maloideae qui ont aussi subi la WGD récente) notamment
par rapport à d’autres espèces comme le fraisier.

Nous avons pu identifier 9821 les triplets composés d’un couple de gènes ohnologues
du pommier et d’un gène orthologue chez le pêcher. Ainsi, 6958 paires de gènes identifiés
comme ohnologues n’ont pas permis la construction de triplets. Ceci est dû à la perte de
certains couples notamment à cause de la réciprocité lors de la recherche par Reciprocal
Best Blast Hit (RBBH) qui n’est pas respecté. Cette perte de 41 % des paires de gènes lors
de la construction des triplets montre la stringence de notre approche qui à nous permis
de garder que des gènes proches.

En sachant que le pêcher est proche phylogénétiquement du pommier, mais n’a pas
subi la dernière WGD, nous pouvions attendre un nombre de triplets de cet ordre. De
plus, une analyse similaire a été faite chez le poirier en s’appuyant sur MCSCanX (Q. Li
et al., 2019). Cette étude rapporte l’identification de 824 blocs synténiques entre la poire
et la pêche, rassemblant 11 108 gènes de pêche et 16 509 gènes de poire, ce qui représente
61 % du génome du pêcher. Lors de la recherche de synténie 2 :1 entre la poire et la
pêche, il a été retrouvé 6203 triplets. Ainsi nous avons identifiés près de 37 % de triplets
supplémentaires en relation synténique 2 :1 ce qui montre la pertinence de notre approche
par rapport à une recherche simple de synténie.

L’identification des triplets est reproductible, puisqu’en changeant les paramètres de
blastP et notamment, la e-value ou le nombre de résultats retenus par blast, chacune des
exécutions permet l’identification des mêmes triplets, ce qui suggère une bonne robus-
tesse de l’analyse. Cette reproductibilité est permise entre autre par la stringence de la
construction par RBBH.

La construction des triplets a été faite pour être très stringente. D’autres approches
ont été menées et notamment un Best Blast Hit (BBH), ou la construction de famille
de 3 gènes via Orthofinder. En comparant les résultats de ces différentes approches, la
méthode de construction des triplets par RBBH a permit d’obtenir les meilleurs résultats.
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En effet, cette approche a permis l’identification d’un maximum de triplet tout en en
éliminant les possibilités d’ambiguïtés et de filtrage post-construction. Par ailleurs, le
RBBH garantissent, selon l’hypothèse la plus parcimonieuse, que les triplets construits
correspondent à des gènes qui ont été dupliqués lors de la dernière WGD chez le pommier.

2.2.4 Conclusion

Ainsi en nous appuyant sur les 16 779 paires de gènes synténiques construits avec i-
ADHoRe 3.0 et par une approche de RBBH nous avons pu construire un ensemble de
triplets de gènes. Ces triplets rassemblent deux gènes ohnologues chez le pommier et de
leur orthologue chez le pêcher, un organisme proche du pommier, mais dont l’ancêtre
commun n’a pas subi la dernière WGD commune aux Maloideae. Nous avons pu identifier
9821 triplets qui pourront être utilisés dans les analyses nécessitant des séquences de
références.
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Chapitre 3

ÉTUDE DU FRACTIONNEMENT

GÉNOMIQUE CHEZ LE POMMIER

3.1 Introduction

La WGD est connue pour affecter profondément la structure du génome en doublant,
au moins de façon transitoire, le nombre de gènes et la taille du génome. À la suite
d’une WGD, différents mécanismes vont restaurer graduellement l’état de ploïdie initiale
via un ensemble de processus regroupés sous le terme de diploïdisation. Ainsi la perte
progressive d’une partie des gènes dupliqués par pseudogénisation va être un mécanisme
considérable (Lockton & Gaut, 2005) pour un retour à la ploïdie. Ce processus dit de
fractionnement (Langham et al., 2004) finit par réduire le nombre de gènes dans le gé-
nome à un niveau proche de l’état diploïde d’origine avant la duplication et ainsi éviter
le mécanisme de "l’obésité génétique" (Bennetzen & Kellogg, 1997). Les plantes présen-
tant un nombre important de WGDs au cours de leur histoire évolutive, le processus de
fractionnement est surtout important pour ces organismes (Bennetzen & Kellogg, 1997).

Chez certaines espèces le fractionnement peut être biaisé, et les deux copies d’une paire
de gènes dupliqués n’ont pas toujours la même probabilité d’être perdues, ce mécanisme
est nommé biais de fractionnement (Freeling & Thomas, 2006 ; Freeling et al., 2012 ;
Woodhouse et al., 2010).

Ainsi, une tendance à la suppression préférentielle des gènes de certains sous-génomes
a été constatée au sein de plusieurs espèces. Cela a été observé, par exemple, chez A.
thaliana (Thomas et al., 2006). Chez le maïs, dont la WGD remonte à 10 Ma, après
comparaison des taux de rétention des gènes entre le sorgho et les sous-génomes appelés
maize1 et maize2 pour une fenêtre de 100 gènes, il a été observé une différence signi-
ficative des taux de rétention entre les deux sous-génomes (J. C. Schnable et al., 2011 ;
M. Zhao et al., 2017). De même, chez B. rapa où une triplication par WGD a été datée
à 20 Ma (X. Wang et al., 2011), une comparaison avec A. thaliana comme référence a
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permis de mettre en évidence que l’un des trois sous-génomes conserve systématiquement
une fraction plus importante des gènes. Un constat similaire a été fait chez le coton dont
la WGD a été datée à 60 Ma (Renny-Byfield et al., 2015). Néanmoins ce biais de fraction-
nement n’est pas toujours retrouvé chez les espèces dupliquées par WGD, qu’elles soient
autopolyploïdes ou allopolyploïdes. Ainsi, il n’a pas été observé de déséquilibre dans les
taux de rétention des gènes ohnologues chez le riz (L. Li et al., 2006), le peuplier (Y.
Liu et al., 2017), le soja (M. Zhao et al., 2017) ou le bananier (Garsmeur et al., 2014).
Chez les Cucurbitacés, des allopolyploïdes depuis 1 Ma, il n’a pas été identifié non plus
de déséquilibre de fractionnement notamment ni chez le potiron (H. Sun et al., 2017), ni
pour la courge (H. Sun et al., 2017). Pour finir, au sein des Maloideae et en particulier le
poirier, pas de déséquilibre de pertes de gènes entre les chromosomes ohnologues en com-
parant avec le génome de P. persica comme référence en utilisant une fenêtre glissante de
100 gènes (Q. Li et al., 2019).

Il a été démontré que ce biais dans le fractionnement génomique lors de la rediploïdi-
sation avait un impact important sur l’organisme (Alger & Edger, 2020 ; J. C. Schnable
et al., 2011 ; M. Zhao et al., 2017). De multiples implications liées à ce mécanisme ont été
relevées dans différentes analyses, et le biais de fractionnement génomique semble être un
marqueur important associé aux déséquilibres chez les espèces dupliquées. Par exemple,
il a été observé un lien fort entre le biais de fractionnement et les déséquilibres transcrip-
tionnels (J. C. Schnable et al., 2011). Ces mécanismes seront discutés dans le chapitre
discussion. Ce mécanisme n’est pas systématiquement retrouvé chez les organismes en
cours de rediploïdisation. Ce type d’analyse n’ayant pas été conduit sur M. domestica,
une étude du fractionnement du génome a donc été menée.

3.2 Matériel et méthode

Peu d’outils sont mis à disposition pour étudier ce type de phénomène. Cette analyse
a été réalisée à l’aide de SynMap (Haug-Baltzell et al., 2017) et, en particulier, de l’outil
FractBias (Joyce et al., 2017), un module écrit en Python et accessible depuis l’interface
web de SynMap qui permet de calculer le biais de fractionnement des gènes ohnologues
et d’estimer le fractionnement par rapport à un génome apparenté. Ici, le génome du
pêcher P. persica a été choisi. En utilisant une fenêtre glissante de taille donnée le long
des chromosomes du pêcher (génome cible), FractBias permet de calculer le biais de
fractionnement de gènes homologues sur tous les chromosomes du pommier (génome de
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requête). La formule associée au biais de fractionnement est fournie en Équation 3.1 à
partir des éléments fournis par les auteurs (Joyce et al., 2017). Cette équation permet le
calcul de la proportion de gènes conservés pour une fenêtre glissante le long du chromosome
Ta,j et sur le chromosome Qb,i.

f(Ta, Qb, xj =
∑w

i=1 S

w
) (3.1)

S = ti ∈ Taxj ∩Qb (3.2)

Avec,

T chromosomes du génome cible T (Target)

Q chromosomes du génome de requête Q (Query)

a numéro de gène du génome cible

b numéro de gène du génome requête

w taille de la fenêtre glissante

j représente la série de fenêtres = 1.|Ta| + ω

S est évaluée à 1 ou 0 à l’aide de l’Équation 3.2

|Ta| = nombre de gènes sur le a-ième chromosome de T

Pour cette analyse, FractBias a été configuré comme suit : Syntenic Depth Algorithm :
Quota Align ; Ratio of Coverage Depth : 1 :2 ; Sliding Window Size : 100 , et Fractionation
biais calculation : All genes. Pour les deux dernières variables, différents groupes de para-
mètres ont été testés : et notamment des fenêtres à 50 ou à 100 et seulement sur les gènes
synténiques ou sur l’ensemble des gènes. Ce dernier paramètre va permettre de mener la
détermination du taux de rétention des gènes en ne s’appuyant que sur les paires de gènes
existants dans les deux génomes, c’est-à-dire dans le cas de cette analyse, présent chez le
pommier et le pêcher ou sur tous les gènes des génomes. Il est à noter qu’il est possible
d’utiliser FractBias sur un ou plusieurs génomes, mais il est clé qu’un groupe de gènes
non-dupliqués soient présents.

Par ailleurs, afin de valider ce résultat nous avons calculé le biais de fractionne-
ment à l’aide d’un pipeline ad-hoc accessible via le lien suivant : https://forgemia.inra.fr/
irhs-bioinfo/genome-fractionation-biais. Ce pipeline repose sur l’identification des gènes
homologues intraspécifiques de M. domestica, intraspécifiques de P. persica et interspéci-
fiques entre P. persica et M. domestica avec un blastP all-against-all. Les blocs de synténie
interspécifiques sont alors regénérés avec i-ADHoRe. De la même façon que FractBias, une
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fenêtre glissante est alors passée le long des chromosomes de P. persica et la formule 3.1
est appliquée.

Concernant les deux pipelines, les analyses en aval sont similaires et sont accessibles sur
le dépôt suivant : https://forgemia.inra.fr/tanguy.lallemand/gene-fractionnation. De cette
manière, les résultats bruts de pourcentage de rétention des gènes ont ensuite été traités
pour comparer les biais de fractionnement entre les paires de chromosomes en utilisant un
t-test apparié en configuration bilatérale et unilatéral. Le choix de la latéralité des tests
a été fait selon les attentes biologiques. Pour les paires 01-07, 03-11, 06-14, 09-17, 13-16,
nous avons cherché à savoir si le premier chromosome (ou fragment chromosomique) de la
paire était sous-fractionné ; pour les paires 02-15, 05-10, 08-15, nous avons cherché à savoir
si le premier chromosome (ou fragment chromosomique) de la paire était sur-fractionné.
Un ensemble de visualisations a aussi été généré.

3.3 Résultats

En utilisant le génome du pêcher comme référence, nous avons évalué le nombre de
gènes paralogues entre les régions chromosomiques synténiques de la pomme et le génome
du pêcher à l’aide de FractBias accessible via SynMap 2. Différentes analyses avec des
ensembles différents de paramètres ont été testées, les résultats avec l’ensemble des gènes
(paramètre all genes) pour une taille de fenêtre à 100 gènes présentent les résultats avec
la plus grande différence visuelle. La rétention des gènes a été calculée pour 46 225 100 fe-
nêtres glissantes de 100 gènes.

L’ensemble des résultats des pourcentages de rétention sont présentés grâce à un en-
semble de courbes en Figure 3.1. Les Figures détaillées sont présentées en annexe dans
les Figures A.1, A.2, A.3, A.4, A.5, A.6 et A.7. Sur la figure globale (3.1), on peut tout
d’abord confirmer que les paires de fragments chromosomiques synténiques identifiés à
l’aide d’i-ADHoRe3.0 sont bien retrouvées par cette approche. En effet, leurs répartitions
et les points de rupture sont similaires à ce qui est constaté sur le diagramme circulaire
présenté lors de la construction des blocs de synténie en Figure 2.3. Par exemple, on
peut observer que le chromosome 1 de Prunus (Pp01) est homologue des couples synté-
niques 13-16 et 8-15. Le chromosome 2 de Prunus (Pp02) est homologue des couples 1-7 et
2-7. Pp03 est quant à lui homologue des chromosomes 17 et 9 chez le pommier. L’ensemble
des autres paires se comportent aussi en conformité avec les paires de fragments chromo-
somiques ohnologues déjà identifiées. La seule différence est la paire 3-11, qui se retrouve
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divisée sur plusieurs chromosomes de Prunus, Pp04, Pp06 et Pp08. Lors des ruptures de
synténies au niveau du chromosome Prunus portant différentes paires synténiques de Ma-
lus, par exemple aux alentours de la fenêtre 2800 sur le chromosome Pp02 (Figure 3.2), on
peut observer un croisement des courbes qui est un artefact dû à l’approche par fenêtre
glissante. Ce phénomène ne pose pas de problème si ce n’est lors de la visualisation.

Figure 3.1 – Distribution des pourcentages de rétention des gènes ohnologues de M. domestica
en utilisant une fenêtre glissante de 100 gènes dans le génome de P. persica. Les axes des ordonnées
représentent le pourcentage de rétention des gènes du pommier par rapport au chromosome du pêcher.
Les axes des abscisses exposent le numéro ordonné de la fenêtre glissant le long du chromosome du
pêcher. Chaque ligne colorée représente le pourcentage de rétention d’un chromosome de M. domestica
dont les codes couleurs sont indiqués en légende en haut à droite. Les rectangles sur le haut des graphiques
associés aux pointillés verticaux symbolisent les zones synténiques. Un biais de fractionnement peut être
observé dans différentes régions comme la fin du chromosome 8 du pêcher (Pp08) ou la région centrale
du chromosomes 5 (Pp05) et le premier tiers du chromosomes 3 (Pp03).

À partir de cet ensemble de courbes, plusieurs zones de sur-fractionnement et de
sous-fractionnement peuvent être observées parmi les fragments de chromosomes, comme
l’extrémité du chromosome 8 de P. persica (Pp08, fenêtres numéro 2076 à 2144). Dans
cette région, le pourcentage de gènes retenus sur le chromosome 11 de Malus (la médiane
dans cette région est de 38 %) est supérieur au pourcentage identifié pour le chromosome 3
(la médiane est de 25 %). De même, la zone centromérique du chromosome 5 de P. persica
(Pp05) présente un sous-fractionnement du chromosome 14 de Malus par rapport à son
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Figure 3.2 – Pourcentage de rétention des gènes ohnologues de M. domestica en utilisant une fenêtre
glissante de 100 gènes le long du chromosome 2 de P. persica. L’axe des ordonnées présente le pourcentage
de rétention des gènes du pommier par rapport au chromosome du pêcher. L’axe des abscisses présente le
numéro ordonné de la fenêtre glissante le long du chromosome du pêcher. Chaque ligne colorée représente
le pourcentage de rétention d’un chromosome de M. domestica dont les associations sont présentes en
légende. Les rectangles sur le haut des graphiques associés aux pointillés verticaux représentent les zones
synténiques. Les p-values associées au test de Wilcoxon sont présentées dans le coin en bas à droite du
graphique. Un biais de fractionnement peut être observé dans différentes régions comme les fenêtres 1000
à 1500 et autour de la fenêtre 2200.
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chromosome homologue sur cette portion, qui est le chromosome 6 de Malus. Ainsi, on
peut observer des différences locales entre les pourcentages de rétention des gènes.

Pour vérifier si le fractionnement est significativement différent à l’échelle des paires
de fragments chromosomiques synténiques, les pourcentages de fractionnement des chro-
mosomes synténiques dans toutes les fenêtres pour une paire de chromosomes donnée ont
été testés à l’aide d’un t-test apparié. La distribution des pourcentages de rétention est
représentée sous forme de diagrammes en boîtes à moustaches dans la Figure 3.3, auxquel
sont associés les résultats des t-tests appariés. Les résultats précis des t-tests appariés
sont quant à eux présentés en Table 3.1. Des t-tests appariés unilatéraux ont aussi été
exécutés permettant de confirmer le sens du déséquilibre du fractionnement.

Ainsi pour la paire 1-7, le chromosome 1 est significativement (α < 10−5) moins frag-
menté avec un pourcentage moyen de rétention de 32,25 % par rapport à son homologue, le
chromosome 7 présentant un pourcentage de rétention de 31,37 %. La paire 2-15 présente
le chromosome 2 comme moins fractionné que son ohnologue, le chromosome 15 (34,49 %
contre 33,69 %). Quant aux paires 3-11, 6-14, 9-17 et 13-16, les premiers chromosomes de
la paire (le 3, 6, 9 et 13) sont significativement moins fractionnés que leurs ohnologues.
Pour les paires 5-10 et 8-15, ce sont les seconds chromosomes des paires qui sont les moins
fractionnés.

À partir de cette analyse statistique du fractionnement des gènes et des visualisations
associées, nous avons établi que l’ensemble des principales paires de fragments chromoso-
miques synténiques sont biaisées dans leur taux de fractionnement des gènes.

Table 3.1 – Résultats des t-test appariés des pourcentages de rétention des gènes. L’ensemble des
principales paires de fragments chromosomiques ohnologues sont significativement différentes en termes
de distribution des pourcentages de rétention.

couple 01-07 02-15 03-11 05-10 06-14 08-15 09-17 13-16
Moyenne premier
chromosome 32,25 33,69 24,62 25,42 34,29 28,07 27,90 29,82

Moyenne second
chromosome 31,37 34,49 24,44 26,29 34,06 29,28 25,77 29,64

Nombre de fenêtres 3187 2902 5380 6475 2603 4357 5258 5186
p-value t-test < 10−5 < 10−5 < 10−5 < 10−5 0,0346 < 10−5 < 10−5 0,0137
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Figure 3.3 – Distribution du pourcentage de rétention des gènes ohnologues de M. domestica en
utilisant une fenêtre glissante sur le génome de P. persica. Sur l’axe des abscisses, les paires de fragments
chromosomiques ohnologues considérées sont présentées. Le nombre de paires de gènes est indiqué entre
parenthèses. L’axe des y représente le pourcentage des valeurs de rétention. Le bas de la boîte représente le
premier quartile, le trait plein interne à la boîte présente la médiane de la distribution, le trait pointillé la
moyenne, et l’extrémité supérieure de la boîte présente le troisième quartile. La taille de la boîte représente
l’écart interquartile. La moustache inférieure présente le neuvième décile et la moustache supérieure le
premier. La première boîte à moustache représente la distribution sur le premier chromosome de la paire
(en vert) et la distribution sur le second chromosome de la paire (en orange). *P-value < 0,05 pour le
test t apparié.
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3.4 Discussion

Nous avons pu calculer les pourcentages de rétention des gènes ohnologues du pommier
en nous appuyant sur le génome de P. persica comme génome de référence. Ce génome
a été sélectionné, car il s’agit d’un génome de haute qualité, proche du génome du pom-
mier, et sans la dernière WGD des Maloideae. Ainsi, on s’attend à ce que les synténies
pommier-pêcher présentent une synténie 2 :1, c’est-à-dire 2 gènes de pommier et un gène
orthologue chez le pêcher. Cette situation fait du pêcher un référentiel de choix pour cal-
culer les pourcentages de rétention des gènes ohnologues et les comparer entre fragments
chromosomiques synténiques. Par ailleurs, le génome du pêcher est employé comme réfé-
rence dans d’autres analyses et notamment chez des espèces de Pomoidea comme Pyrus
communis (Q. Li et al., 2019).

Après différents essais de jeux de paramètres, les résultats liés à tous les gènes avec
une taille de fenêtre à 100 gènes semblent produire les résultats de la meilleure qualité.
Les résultats de fractionnement (obtenus avec FractBias) associés aux seuls gènes synté-
niques permettent d’obtenir des visualisations plus claires, mais présentent la difficulté
que les paires de gènes synténiques utilisées sont celles qui ont été construites par SynMap.
L’outil ne propose pas l’intégration en entrée de blocs de synténie identifiés par d’autres
méthodes. Ainsi, pour des problèmes d’homogénéité entre les analyses, nous avons ici
choisi d’analyser en profondeur les conclusions associées à tous les gènes. De plus, lors du
stage d’Adèle Desmazières (étudiante de L2 en double licence Biologie et Informatique),
nous avons pu mettre en place un pipeline produisant des tests de biais de fractionnement
à partir de blocs de synténie intra et interspécifiques entre M. domestica et P. persica.
Nous avons pu ainsi effectuer une recherche d’homologies par BlastP sur les séquences
protéiques afin d’en déduire les pourcentages de rétention. À des fins exploratoires, ce
pipeline a aussi été exécuté à partir des séquences nucléiques. Les conclusions entre les
données protéiques et nucléiques sont très comparables. Les analyses statistiques des dis-
tributions des pourcentages de rétention via des t-tests appariés ont permis d’obtenir un
résultat similaire entre le pipeline ad-hoc et le résultat de FactBias, renforçant la fiabilité
du résultat obtenu.

Nous avons ainsi mis en évidence un biais de fractionnement entre les segments chro-
mosomiques synténiques du pommier par rapport au pêcher. Concernant une majorité des
chromosomes de P. persica et notamment les chromosomes 1, 2, 4, 5 et 7 on peut observer
qu’ils sont synténiques avec deux paires de chromosomes du pommier, c’est-à-dire quatre
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chromosomes de M. domestica. La transition entre les paires semble se faire sur la région
centromérique, par exemple sur la région des fenêtres 1100 à 1300 du chromosome 7 de
P. persica. Les chromosomes 3 et 8 quant à eux ne sont synténiques qu’avec une paire
de chromosomes de M. domestica, les paires 5-10 et 9-17 qui sont des paires ayant subi
peu de remaniement en post-WGD. Le chromosome Pp06 présente un cas particulier. En
conséquence, ce chromosome montre une synténie avec de multiples chromosomes de M.
domestica et en particulier un partie de la synténie entre le chromosome 3 et 11 de Malus,
mais aussi les paires 1-7, 4-12 et 1-15. De plus, dans une moindre mesure, on retrouve
un certain nombre de gènes homologues des paires 2 et 15. Ainsi, ce chromosome semble
avoir été particulièrement remanié. La paire de chromosomes 3-11 comporte aussi une
spécificité. En effet, cette paire est synténique avec trois chromosomes de P. persica, le
chromosome 4, 6 et 8. Pourtant, les chromosomes 3 et 11 ne semblent pas particulièrement
réarrangés, avec une synténie à l’échelle du chromosome au sein du génome de M. domes-
tica comme le montre la visualisation circulaire des synténies intraspécifiques présentées
en Figure 2.3.

Ainsi on peut observer que le taux de rétention moyen des gènes est différent suivant
les paires de fragments chromosomiques synténiques. Ainsi, les paires 6-14 et 2-15 sont les
paires présentant les plus grandes rétentions de gènes moyennes avec des valeurs autour
de 34 %. À l’inverse les paires 8-15 et 9-17 présente des pourcentages de rétention en
moyenne plus bas avec des valeurs autour de 27 %. Par ailleurs, le biais de fractionnement
est dépendant des paires des chromosomes. Ainsi, les paires 1-7, 2-7, 2-15, 6-14 et 9-17
semblent les plus fractionnées. À l’inverse, les paires 3-11 et 13-16 semblent présenter un
résultat moins marqué. Ainsi, il semblerait que les paires de M. domestica ayant subi le
plus de réarrangements, présentent les plus hauts pourcentages de rétention de gènes. Par
ailleurs, ils sont aussi ceux présentant les biais de fractionnement les plus accentués.

Ainsi, il semblerait que les paires de chromosomes ayant subi le plus de réarrangements
présentent un biais plus marqué. Ceux-ci est probablement dus aux mécanismes à l’origine
du biais de fractionnement génomique et notamment les déséquilibres d’insertions d’ETs
et de méthylations. Ces mécanismes seront traités dans les chapitres suivants afin de
valider cette hypothèse.

Par ailleurs, notre approche ne permet pas de prendre en compte de prendre les pseu-
dogènes. Pourtant, ceux-ci pourraient être la trace de la mise en place du biais de frac-
tionnement. Cependant, l’annotation ne permet pas une étude des pseudogènes. Ainsi,
une expertise manuelle sur 1 Mb sur le haut du chromosome 13-16 a été faite. Toutefois
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nous n’avons pas identifié de déséquilibre significatif du nombre de pseudogènes entre ces
deux régions. Cette zone avait été choisie, car elle présentait un nombre important de
QTLs, néanmoins peut être que celle-ci n’était pas propice à cette analyse. De même, la
taille de 1 Mb avait été choisie pour des raisons de temps, puisque l’expertise manuelle
et l’identification de tous les pseudogènes est chronophage. Néanmoins cette région était
peut-être trop petite.

Ce type de résultat a déjà été observé au sein de différentes espèces qui ont connu
une WGD récente suivie d’une diploïdisation : par exemple chez A. thaliana (Thomas
et al., 2006) ou chez le maïs. Le biais de fractionnement a été testé chez le poirier (Q. Li
et al., 2019) avec P. persica comme référence avec une fenêtre de 100 gènes. Il n’a pas été
observé de biais.

3.5 Conclusion

Ainsi, à partir du génome du pêcher comme référence, nous avons pu étudier le frac-
tionnement du génome du pommier à l’aide de l’outil FractBias. Nous avons pu mettre
en évidence un déséquilibre du fractionnement génomique chez le pommier entre les prin-
cipales paires de fragments chromosomiques synténiques. Donc les paires 1-7, 2-15, 3-11,
5-10, 6-14, 8-15, 9-17 et 13-16 ont des pourcentages de rétention de gènes significativement
différents. Le biais de fractionnement est un mécanisme important dans le processus de
rediploïdisation et a un impact dans un ensemble de processus. Il a été observé jusqu’à
présent dans des espèces avec des dominances de sous-génomes. Il peut notamment être
lié à des pressions de sélection différentes entre les segments ohnologues, des participa-
tions à la variation phénotypique différentes, des déséquilibres transcriptionnels, et/ou des
déséquilibres dans la répartition des ETs et de méthylation de l’ADN. L’ensemble de ces
mécanismes vont donc être analysé au cours des prochains chapitres.

113





Chapitre 4

COMPARAISON DE LA PROPORTION DES

QTLS ENTRE LES FRAGMENTS

SYNTÉNIQUES

4.1 Introduction

La duplication complète du génome par WGD a de nombreux impacts sur le génome
et le phénotype de l’organisme. Une partie des impacts et du devenir des gènes dupli-
qués par WGD ont été modélisés par Freeling (Freeling et al., 2012). Ce modèle estime
entre autres que la participation des chromosomes à la variation phénotypique de l’or-
ganisme est biaisée. En effet, ce modèle prédit un biais dans le niveau d’expression des
gènes ohnologues, avec un des sous-génomes étant plus souvent exprimé. Ce déséquilibre
transcriptionnel implique que le gène le plus fortement exprimé d’une paire d’ohnologue
produit davantage de protéines et contribue donc davantage au phénotype (Renny-Byfield
et al., 2017). Ce modèle est soutenu par différentes observations chez plusieurs espèces.

Chez le maïs, il a été montré que la participation à la variation phénotypique était
significativement différente entre les gènes ohnologues (Renny-Byfield et al., 2017). De
plus, il a été observé que les gènes liés à un phénotype mutant étaient plus probablement
localisés sur le sous-génome dominant (J. C. Schnable & Freeling, 2011). De même, chez B.
rapa, il a été identifié des disparités dans la participation au phénotype entre les différents
sous-génomes (Z. Wang et al., 2022). Un constat similaire a été observé chez l’olivier
en particulier pour des traits associés à la production de glucosinolates responsables de
la production oléagineuse (S. Liu et al., 2014 ; Unver et al., 2017). Chez le blé, il a été
observé une asymétrie de la participation des différents sous-génomes à des traits d’intérêt
agronomique ainsi que des traits associés à la résistance aux pathogènes (Feldman et al.,
2012).

Néanmoins, ce déséquilibre de participation à la variation phénotypique est un méca-
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nisme qui n’est pas toujours systématique et peut dépendre de facteurs spatio-temporels.
Par exemple, chez le coton et la myrtille, il a été observé que l’un des sous-génomes
était plus souvent exprimé dans certains tissus et sous certaines conditions. Ainsi chez la
myrtille, mais aussi chez le coton, un sous-génome semble être lié au phénotype du déve-
loppement du fruit tandis que l’autre sous génome participe à la variation phénotypique
des autres traits (Colle et al., 2019 ; L. Flagel et al., 2008).

Afin d’étudier la participation à la variation du phénotype des différents segments
chromosomiques ohnologues chez le pommier, nous avons choisi de nous appuyer sur les
nombreux QTLs publiés. Un QTL correspond à un locus impliqué dans la variation quan-
titative d’un trait phénotypique et co-localisé avec un ou plusieurs marqueurs génétiques
associés (Myles & Wayne, 2008). Par le bais d’études de populations en ségrégation, il
est possible de calculer le taux de recombinaison entre loci (sous la forme de marqueurs
génétiques). Ce taux de recombinaison permet alors de construire des cartes génétiques.
Ces cartes autorisent alors à estimer l’association entre des marqueurs génétiques et des
variables phénotypiques quantitatives mesurées sur les plantes, et ainsi d’identifier des
QTLs locus (Members of the Complex Trait Consortium, 2003). Ces QTLs représentent
des régions génomiques plus ou moins étendues (de l’ordre de plusieurs centiMorgan -
cM) et vont donc être associées à plusieurs gènes ou loci impliqués dans l’expression d’un
caractère complexe. Les QTLs et marqueurs associés peuvent ensuite être utilisés, entre
autres, pour réaliser de la Sélection Assistée par Marqueurs (SAM), pour ne sélection-
ner que les individus portant les caractères désirés. Les marqueurs utilisés peuvent être
de différents types, mais on retrouve principalement des marqueurs Simple Sequence Re-
peats (SSR), Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP) ou Single Nucleotide
Polymorphism (SNP).

Les QTLs peuvent être associés à une valeur numérique appelée le R2. Cette valeur
représente le pourcentage de variation du trait phénotypique expliqué par le QTL (Myles
& Wayne, 2008). On peut ainsi classer de manière empirique les QTLs en deux catégories
suivant leur valeur de R2. On retrouve en premier lieu des QTLs dits mineurs avec des
R2 inférieur à 30 % et des QTLs majeurs au-dessus de 30 % d’explication de la variation
phénotypique.

Les QTLs peuvent être identifiés à partir de deux types de populations. D’une part, ils
peuvent être issus d’études conduites sur des individus F1 obtenus à partir de croisements
contrôlés biparentaux. Ces QTLs représentent alors qu’une part réduite de la diversité
génétique de l’espèce. D’autre part, ils peuvent être issus d’études Genome-Wide Associa-
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tion Study (GWAS) dans lesquelles les QTLs ont été identifiés dans des core collections
ou des populations de taille importante qui représentent mieux la diversité génétique de
l’espèce.

Le génome du pommier a été dupliqué par une WGD. Nous avons ainsi cherché si un
déséquilibre dans la participation à la variation phénotypique pouvait être identifié entre
des paires de fragments chromosomiques ohnologues.

4.2 Matériel et méthode

Afin de mener une étude aussi exhaustive que possible, nous avons récupéré et localisé
un maximum de QTLs. Une partie des QTLs d’origine biparentale a été récupérés dans la
base de données Genome Database for Rosaceae (GDR) (Jung et al., 2018). Nous avons
aussi récupéré manuellement dans différents articles de la littérature un ensemble de
QTLs associés à des études GWAS. Les QTLs récupérés manuellement devaient présenter
un intervalle de confiance de la localisation et un trait phénotypique associé pour être
intégré au jeu de données. Dans GDR, les QTLs sont localisés par des marqueurs sur
des cartes génétiques plus ou moins saturées. Leur localisation sur le génome physique de
GDDH13 1.1 n’est pas fournie dans tous les cas. Dans ce but, un ensemble de scripts a été
construits pour résoudre cette problématique et placé dans le dépôt accessible à l’adresse
suivante : https://forgemia.inra.fr/tanguy.lallemand/qtl-desequilibrium.

Dans un premier temps, nous avons supprimé les QTLs qui n’étaient pas associés à des
marqueurs génétiques de séquence connue. De même, les QTLs localisés à une distance
trop importante de marqueurs associés à une position sur des cartes génétiques comportant
une densité trop faible de marqueurs ont été supprimés. En effet, ils ne peuvent pas être
associés de manière fiable à une localisation physique. Pour les QTLs restants, nous avons
cherché a estimer leur position sur le génome physique à l’aide de différentes approches
schématisées en Figure 4.1. Pour les QTLs associés à un marqueur localisé physiquement,
nous avons récupéré la localisation des marqueurs génétiques dans la base de données GDR
pour GDDH13 1.1 quand celle-ci existe. Cette étape correspond à la Figure 4.1 (A). Pour
les marqueurs non localisés physiquement, mais dont les séquences d’amorces ou de sondes
sont connues, une recherche par BlastN (Camacho et al., 2009) a été réalisée. Si la séquence
peut-être localisée sur le génome physique, le QTL est associé à cette position (Figure
4.1 (B)). Pour les QTLs associés à des marqueurs localisés génétiquement et dont les
séquences ne sont pas connues, nous avons utilisé la carte génétique associée pour estimer
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Figure 4.1 – Schéma des différentes possibilités de localisation de QTL suivant le marqueur auquel il
est associé. Le premier schéma (A) avec la carte génétique en vert présente le cas d’un QTL associé à un
marqueur localisé physiquement sur GDDH13. Le deuxième schéma (B) avec la carte génétique en rouge
présente le cas d’un QTL associé à un marqueur localiser génétiquement et associé à une séquence connue.
Il est alors possible de le localiser sur le génome physique à l’aide de Blast. Le troisième schéma (C) avec
la carte génétique en orange présente le cas d’un QTL associé à un marqueur localisé génétiquement
et non associé à une séquence connue. Il est alors possible de le localisé sur le génome physique si un
marqueur proche dans la carte génétique est associé à une position sur le génome physique.
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la position du marqueur. Cette approche n’est possible qu’à la condition que la carte
génétique comporte une densité de marqueurs suffisante pour estimer leur localisation.
En effet, lorsqu’un marqueur dont la localisation est connue est situé à moins de 5 cM du
marqueur dont la position est recherchée, ce marqueur est associé à la localisation du
marqueur de position connue. La position du QTL associé a ce marqueur nouvellement
localisé est associé à cette position estimée. Cette étape est décrite en Figure 4.1 (C).

Tous les QTLs conservés dans le jeu de données sont annotés avec des métadonnées
décrivant le trait phénotypique lié au QTL. Dans GDR, cette annotation n’était pas faite
par un champ contrôlé, rendant le traitement automatique de l’information difficile. Pour
surmonter ce problème, nous avons construit une ontologie et ré-annoté l’ensemble des
QTLs avec celle-ci en recourant à un traitement manuel des annotations existantes. Cette
ontologie est construite sur trois niveaux composés respectivement de 7, 20 et 59 termes
permettant d’atteindre différents degrés de précision d’annotation. L’ensemble des rela-
tions de cette ontologie hiérarchique est de type "is a". Le formalisme utilisé est JSON,
un format standard dont la conversion vers des formats spécialisés dans le stockage d’on-
tologie comme le OWL est simplifiée et facilite une utilisation programmatique. Le détail
de l’ontologie est présenté sous forme d’arbre hiérarchique en Figure 4.2. La taille des
différentes catégories a été équilibrée dans la mesure du possible pour éviter les biais
statistiques.

Du fait de l’approche basée sur les QTLs, une redondance des données peut appa-
raître puisque deux QTLs proches contrôlant l’expression de caractères similaires sont
susceptibles d’être associés aux mêmes loci ou gènes. Pour éviter ce biais et réduire la
redondance, si l’intervalle de confiance du QTL (artificiellement augmenté de 10 cM en
amont et en aval) chevauche un QTL associé à un trait de la même catégorie dans l’on-
tologie, alors le QTL présentant le taux d’explication de la variance, R2 est le plus bas
est supprimé. Pour finir, seuls les QTLs associés à un intervalle de confiance localisé, au
moins en partie, dans un bloc synténique ont été conservés dans le jeu de données final.

Enfin, la différence de proportion a été testée à l’aide d’un test z de proportion. Le
test a été effectué entre tous les QTLs de chaque paire de segments chromosomiques.
De plus, il a été réalisé en filtrant les QTLs au niveau des catégories de l’ontologie
sur les trois niveaux pour tester les effets associés à des traits phénotypiques connexes.
Ces analyses sont disponibles dans le dépôt https://forgemia.inra.fr/tanguy.lallemand/
statistical-exploration-qtl-desequilibrium.
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Figure 4.2 – Arbre hiérarchique de l’ontologie des métadonnées décrivant les traits phénotypiques
associés aux QTLs. Cette ontologie de trois niveaux représentée par les trois niveaux de nœuds présentés
de gauche à droite. Les branches représentent les relations de type "is_a" entre les termes de l’ontologie.
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4.3 Résultats

En utilisant la base de données GDR (Jung et al., 2018), nous avons récupéré 1520 QTLs
obtenus à partir de cartes génétiques biparentales. Un premier filtre a permis de suppri-
mer 441 QTLs non associés à des marqueurs génétiques. Aux 1079 QTLs conservés, un
total de 135 QTLs dérivés d’études GWAS a ensuite été ajouté manuellement. Pour ces
QTLs les intervalles de confiance ont été récupérés dans la littérature. Pour détermi-
ner le positionnement physique sur le génome de la pomme des 1079 QTLs associés à
au moins un marqueur et donc à une localisation génétique, nous avons utilisé un en-
semble de 515 990 marqueurs disponibles sur GDR. Ces marqueurs sont surtout des GDR
(506 047 marqueurs SNP et 8519 marqueurs SSRs). On retrouve aussi un certain nombre
d’autres types de marqueurs, dont des marqueurs Random Amplified Polymorphic DNA
(RADP), Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP) et divers marqueurs géné-
tiques. Parmi ces 515 990 marqueurs, un total de 513 748 marqueurs ont été localisés sur
la carte physique du génome, à partir d’une information déjà existante dans GDR, par re-
cherche de séquences SSR via Blast ou par utilisation de la position de marqueurs proches
au sein des cartes génétiques. Ces marqueurs ont permis de localiser 733 QTLs associés à
des expériences biparentales sur l’ensemble du génome du pommier en version GDDH13
parmi les 1079 disponibles. À ceux-ci s’ajoutent 135 QTLs provenant d’études GWAS,
pour un total de 868 QTLs localisés.

Les métadonnées associées aux QTLs ont été réexpertisées manuellement et asso-
ciées aux termes de l’ontologie construite pour les décrire. La visualisation sous forme
d’arbre hiérarchique de l’ontologie est fournie en Figure 4.2. En raison de la redondance
de certaines études de QTLs, de la similarité entre certains traits étudiés, et pour éviter
d’artificiellement sur-représenter certains caractères trop similaires présents plusieurs fois,
une étape de nettoyage basée sur l’annotation des QTLs par l’ontologie des traits a été
effectuée. Ceci a permis d’obtenir un ensemble de données final composé de 541 QTLs (sur
les 868 que nous avons réussi à localiser sur le génome du pommier). Ces QTLs sont non
redondants d’un point de vue de la localisation et de leur participation au phénotype. Le
jeu de données final est composé de 341 QTLs associés à des SNP, 178 associés à des mar-
queurs SSRs et 22 associés à des marqueurs d’autres types dont des marqueurs RADP, des
marqueurs génétiques et AFLP. Dans GDR, les QTLs peuvent être associés à plusieurs
marqueurs. Les QTLs retenus dans le jeu de données final sont tous associés à au moins
un marqueur, certains à deux ou trois. Enfin comme ultime filtre, seuls les QTLs dont
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Figure 4.3 – Histogramme du nombre de QTLs associés aux blocs synténiques dans chaque paire de
fragments de chromosomes ohnologues. L’axe des ordonnées est associé au nombre de QTLs portés par un
fragment chromosomique ohnologue. L’axe des abscisses présente les paires de fragments chromosomiques
ohnologues analysées. La barre verte est associée au premier chromosome de la paire. La barre rouge est
associée au deuxième chromosome de la paire. *P-value < 0,05 pour le test de proportion z
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les intervalles de confiance ont été identifiés comme localisés au moins en partie dans un
fragment de chromosome considéré comme synténique ont été conservés, ce qui représente
un total de 487 QTLs. La distribution du nombre de QTLs localisés sur chaque chro-
mosome des principales paires de chromosomes synténiques est présentée sous la forme
d’un histogramme en Figure 4.3. La comparaison des proportions de QTLs localisés sur
des fragments synténiques a été réalisée à l’aide d’un test z de proportion et d’un test
binomial. Ces tests ont été réalisés par paire de fragments chromosomes en considérant
l’ensemble des QTLs. Des tests ont aussi été menés selon l’annotation dans l’ontologie du
trait associé. Globalement, les paires 1-7, 3-11, 13-16 et 8-15 ont été identifiées comme
significativement déséquilibrées.

Les différentes proportions des différentes annotations des traits phénotypiques asso-
ciés aux QTLs sont présentées en Figure 4.4. La Figure 4.4A présente les proportions
pour le premier niveau de l’ontologie. On peut observer que la plupart des QTLs sont
associés à des traits liés à la qualité du fruit ou à la biochimie. La Figure 4.4B pré-
sente les proportions des QTLs associés au deuxième niveau de l’ontologie et montre que
les QTLs sont plus particulièrement associés à des traits liés aux composés phénoliques,
aux sucres, aux stress biotiques et à la morphologie du pommier. Pour finir, la Figure
4.4C présente les proportions pour les traits du dernier niveau de l’ontologie. On peut
observer des proportions importantes de QTLs associés à la texture, la résistance aux
agents pathogènes, la présence de sucres d’intérêt et la morphologie de l’organisme. Les
différences au sein des paires de fragments chromosomiques ohnologues de proportions
de QTLs associés aux différents traits ont été testées statistiquement. Les résultats sont
présentés sous forme de matrices colorées dans la Figure 4.5. La Figure 4.5A présente
les tests pour le premier niveau de l’ontologie, et montre que la majorité des paires sont
déséquilibrées pour certains types de QTLs. Néanmoins, les paires 1-7, 3-11, 6-14 et 13-16
sont les plus déséquilibrées dans les proportions de QTLs. Les traits associés sont les traits
biochimiques, les caractères associés à la qualité du fruit, au stress et les QTLs associés
à l’anatomie et la morphologie du pommier. Le deuxième niveau de l’ontologie dont les
résultats sont exposés en Figure 4.5B présente un déséquilibre pour les mêmes paires. Les
paires montrent des QTLs plutôt associés aux composés phénoliques et la résistance aux
stress biotiques et abiotiques. Pour finir, les tests menés sur le dernier niveau de l’ontologie
(Figure 4.5C) montrent un déséquilibre sur des QTLs associés à différents composés phé-
noliques d’intérêts, des sucres et des pathogènes particuliers. Néanmoins ce dernier niveau
comporte des effectifs trop faibles pour effectuer les tests statistiques dans la plupart des
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(A) Histogramme à barres empilées des proportions de QTLs annotés par les termes de l’ontologie du
premier niveau. Les couleurs des barres sont associées au terme de l’ontologie.
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(B) Histogramme à barres empilées des proportions de QTLs annotés par les termes de l’ontologie du
deuxième niveau. Les couleurs des barres sont associées au terme de l’ontologie.
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(C) Histogramme à barres empilées des proportions de QTLs annotés par les termes de l’ontologie du
dernier niveau. Les couleurs des barres sont associées au terme de l’ontologie.

Figure 4.4 – Histogramme à barres empilées des proportions de QTLs annotés par les termes de
l’ontologie. La Figure 4.4A est associée au premier niveau de l’ontologie, La Figure 4.4B est associée au
deuxième niveau de l’ontologie, La Figure 4.4C est associée au troisième niveau de l’ontologie. L’axe des
ordonnées (count) est associé au nombre de QTLs portés par un fragment chromosomique ohnologue.
L’axe des abscisses (couple) présente les paires de fragments chromosomiques ohnologues analysées. La
première barre est associée au premier chromosome de la paire. La seconde barre est associée au deuxième
chromosome de la paire. Les couleurs des barres sont associées au terme de l’ontologie.
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catégories et présente un intérêt relatif. Il pourrait être intéressant dans le cas d’un jeu
de données de taille plus important. Les tests menés à l’échelle des traits phénotypiques
associés montrent que les proportions sont différentes surtout pour les traits associés à la
production de composés phénoliques, les traits associés à la qualité du fruit et aux stress
biotiques, ce qui correspond avant tout à des traits liés au métabolisme spécialisé.

L’ensemble de ces résultats suggère que certains fragments de chromosomes contri-
buent plus que leurs ohnologues à la variation phénotypique des individus. Ce déséqui-
libre de QTLs concerne au moins 4 paires de chromosomes synténiques et en particulier
les paires 1-7, 3-11, 6-14 et 13-16. Pour la paire 1-7, nous avons identifié le segment chro-
mosomique ohnologue associé au chromosome 1 comme portant une proportion significa-
tivement plus importante de QTLs par rapport au segment synténique du chromosome 7.
Pour la paire 3-11, c’est le chromosome 3 qui porte une proportion significativement plus
importante de QTLs par rapport au chromosome 11.
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(A) Matrice de couleur des résultats des tests z de proportion pour les QTLs, filtrés sur le premier niveau
de l’ontologie.

(B) Matrice de couleur des résultats des tests z de
proportion pour les QTLs, filtrés sur le deuxième
niveau de l’ontologie.

(C) Matrice de couleur des résultats des tests z
de proportion pour les QTLs, filtrés sur le dernier
niveau de l’ontologie.

Figure 4.5 – Matrice de couleur des résultats des tests z de proportion pour les QTLs, filtrés sur
les différents niveaux de l’ontologie. La Figure 4.5A montre le premier niveau, la Figure 4.5B expose le
deuxième niveau et la Figure 4.5C présente le troisième niveau. L’axe des ordonnées présente les différents
termes de l’ontologie décrivant les traits phénotypiques associés au QTLs. L’axe des abscisses présente les
différentes paires de fragments chromosomiques ohnologues. Les cellules colorées en orange représentent
des tests significatifs pour un seuil α à 5 %. Les cellules vertes sont associées à des tests non significatifs.
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4.4 Discussion

Cette étude a été menée sur 1528 QTLs identifiés lors des 20 dernières années chez
le pommier et provenant de la base de données GDR et de la littérature. À partir de
ce jeu de données initial, les QTLs ont été filtrés afin d’éliminer ceux associés à des
traits phénotypiques proches pouvant induire des biais liés à une surreprésentation de
ces caractères. En effet les QTLs présentent des localisations sous forme d’intervalles de
confiance qui peuvent être larges. De plus, les traits associés aux QTLs peuvent être
généraux et pourraient être liés à un même gène/locus ou ensemble de gènes/loci sous-
jacents. Pour éviter d’introduire un biais dans l’analyse en dénombrant plusieurs fois une
même information qui est peut-être liée aux mêmes gènes/loci, nous avons retiré les QTLs
proches physiquement et fonctionnellement. Le jeu de données final rassemble 541 QTLs
qui sont donc indépendants et reliés à une diversité de traits phénotypiques. L’étude des
métadonnées décrivant les QTLs et en particulier la réannotation, faite à l’aide d’une
ontologie, montre que ce jeu de données constitue l’essentiel de la diversité existante en
termes de QTLs étudiés chez le pommier et disponible sur des bases de données publiques.
L’extraction des données a été faite en 2019, et reéxécutée en 2020 pour un résultat
similaire. Cette ontologie a été construite pour s’adapter à la description de QTLs liés
à des arbres fruitiers et plus particulièrement au pommier. Elle présente des catégories
associées à des traits macroscopiques et biochimiques, ainsi que la résistance aux stress
biotiques et abiotiques. Le dernier niveau présente des traits précis, plutôt spécifiques au
pommier. Dans le cadre d’une généralisation de cette ontologie, il conviendrait d’ajouter
des termes à ce dernier niveau afin de correspondre mieux à la diversité des composés
produits par les arbres fruitiers.

Cette étude repose sur des différences de comptage de QTLs sur les fragments chro-
mosomiques ohnologues. Les résultats de cette étude représentent ainsi la part de la
contribution de chaque fragment chromosomique synténique à la variation phénotypique.
En conséquence, l’augmentation de la taille du jeu de données construit représente un
intérêt considérable, car il autorise un meilleur pouvoir de résolution statistique ainsi que
la possibilité de tester de plus petites paires de fragments synténiques. De plus, les tests
utilisés permettent de tester des différences de proportions, mais sont peu résolutifs et né-
cessitent des effectifs importants pour déceler des différences. L’analyse des proportions de
QTLs à permis de mettre en évidence des déséquilibres de QTLs à l’échelle des fragments
synténiques, mais aussi pour des QTLs associés a des traits phénotypiques particuliers.
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L’analyse en suivant l’ontologie a permis de mettre en évidence un déséquilibre marqué
sur le métabolisme secondaire. Néanmoins, cette analyse est incomplète, car un certain
nombre de paires ne présentaient pas assez de QTLs associés à certains termes de l’onto-
logie pour pouvoir les comparer statistiquement. Une augmentation de la taille du jeu de
données permettrait de tester plus finement les déséquilibres de QTLs. Cependant, après
deux années, l’ensemble de l’analyse a été relancée afin de comparer les résultats, mais
le nombre de QTLs stocké dans GDR n’a pas assez évolué pour permettre de nouvelles
analyses. L’ajout devrait être fait manuellement à partir de nouvelles données publiées.

Cependant, à l’heure actuelle, seuls les marqueurs SSR dont les séquences d’amorces
sont stockées dans GDR peuvent réellement être localisés avec précision. Il conviendrait
néanmoins de situer d’autres marqueurs moléculaires et entre autres les marqueurs de
type Expressed Sequence Tags Simple Sequence Repeats (EST-SSR) qui rassemblent res-
pectivement 525 occurrences et dont la localisation serait fiable et peu difficile à mettre
en place puisque le pipeline actuel pourrait le faire automatiquement à la condition d’ob-
tenir les séquences associées. De plus, les séquences EST-SSRs présentent l’intérêt d’être
associées à un gène (EST pour Expressed Sequenced Tag, c’est-à-dire associé a un trans-
crit). Par ailleurs, pour les marqueurs AFLP rassemblant 837 occurences, leur localisation
automatique sera plus difficile. En effet, ces marqueurs sont obtenus par amplification des
fragments d’ADN avec des séquences courtes. Ces fragments sont ensuite digérés par des
enzymes et migrés sur gel. Ils sont alors utilisés comme marqueurs de taille sur le gel. Ainsi
les séquences et la localisation de ces marqueurs présentent de nombreuses difficultés.

Pour le reste des marqueurs, une expertise manuelle des articles associés à ceux-ci
pourrait permettre d’en localiser une partie, mais nécessiterait un investissement impor-
tant pour ne localiser qu’un nombre faible de QTLs. L’approche basée sur l’utilisation
des cartes génétiques pour localiser plus de marqueurs permet une augmentation de la
taille du jeu de données de marqueurs localisés et donc du nombre de QTLs associés à
une position. Néanmoins, le marqueur de position inconnue est localisé à la position du
marqueur le plus proche (dans la limite de 5 cM maximum) dans la carte génétique asso-
ciée a ce marqueur. Ce nouveau marqueur est alors localisé à la même position physique
et les QTLs qui y sont associés aussi. Lors de l’étape de filtrage des QTLs chevauchants
si ceux-ci sont associés à des traits similaires, ceux-ci vont être supprimés, car ils repré-
sentent une donnée redondante et peuvent même sans doute être le reflet des mêmes gènes
sous-jacents. Ce filtrage stringent fondé sur la localisation et l’information biologique ga-
rantit que les données étudiées sont de bonne qualité, mais limite l’augmentation de la
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taille du jeu de données. Il serait donc intéressant de chercher à récupérer le plus possible
de localisations de marqueurs afin de placer plus de QTLs. Ces QTLs sont tous associés
à des caractères d’intérêt agronomique et ne représentent pas l’ensemble des caractéris-
tiques de la pomme. Néanmoins, afin de limiter les différents biais liés à l’étude des QTLs
et notamment la faible précision de localisation, nous avons été rigoureux sur les QTLs
retenus et en avons supprimé une grande partie pour le calcul des proportions de QTLs.

L’analyse des proportions tient compte de l’information de localisation et d’annotation
du QTL. Néanmoins d’autres informations sont à disposition dans le jeu de données et
pourraient être prises en compte en appliquant un poids différent aux QTLs dans les
analyses statistiques en suivant différents facteurs. Cependant, les tests utilisés ici ne
permettent pas ce type d’analyses. Les facteurs considérés pourraient être la provenance
des QTLs qui peuvent être issus, soit d’études biparentales, soit d’études GWAS. Cette
information est capitale puisqu’un QTL issu d’une analyse GWAS représente une plus
grande diversité génétique que celle d’un QTL issu d’une étude bi-parentale. De même le
R2 est disponible pour une majorité des QTLs, mais n’a pas été pas pris en compte.

Ce déséquilibre de QTLs entre différentes paires de chromosomes ohnologues constitue
un résultat important. En effet, (Freeling et al., 2012) proposent un modèle qui inclut le
déséquilibre à la participation à la variation du phénotype (Renny-Byfield et al., 2017).
Chez le maïs, il a été montré que la participation à la variation phénotypique pouvait
être liée au fractionnement du génome et à des différences de niveau d’expression des
gènes ohnologues (Renny-Byfield et al., 2017). Pour le pommier cette étude montre un
déséquilibre important du nombre de QTLs portés par les chromosomes de certaines
paires synténiques. Ce déséquilibre est observé pour tous les QTLs et se maintient lorsque
les QTLs sont comparés au niveau des catégories de l’ontologie. Le sens du déséquilibre
n’est pas modifié. Chez certaines espèces comme la myrtille (Y. Wang et al., 2020) ou le
blé (Chantret et al., 2005), il a été observé des inversions de la dominance de l’un des
sous-génomes dans certains contextes spatio-temporels précis. Un tel mécanisme n’a pas
été observé ici.

4.5 Conclusion

L’analyse de 1528 QTLs issus de populations F1 biparentales ainsi que de collections
représentant un fond génétique plus large (études GWAS), et localisés sur le génome phy-
sique du pommier, a permis de mettre en évidence des différences dans les proportions
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de QTLs porté par les différents fragments synténiques ohnologues. En conséquence, les
paires 1-7, 3-11, 13-16 et 8-15 ont été identifiées comme significativement déséquilibrées
dans le nombre de QTLs localisés sur les zones synténiques. L’analyse des QTLs et en
particulier de leurs annotations par une ontologie construite pour les décrire, montre que
le déséquilibre est en particulier marqué pour des QTLs associés au métabolisme secon-
daire comme la production de composés phénoliques ou de sucres, à la qualité du fruit
et la réponse aux stress. Ces constatations ont été observées chez des espèces allopoly-
ploïdes dans un contexte de sous-dominance génomique. Cette analyse permet d’avoir un
premier résultat pour le pommier, un autopolyploïde, suggérant que des mécanismes simi-
laires pourraient aussi être mis en place. Ce contexte de sous-dominance génomique peut
s’observer à différentes échelles et sous l’égide de différents mécanismes qu’il convient de
tester et notamment en termes de pression de sélection, d’expression des gènes, d’éléments
transposables et de méthylation de l’ADN.
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Chapitre 5

ÉVALUATION DE LA PRESSION DE

SÉLECTION DES GÈNES OHNOLOGUES À

L’AIDE DU Ka/Ks

Après identification des gènes ohnologues, nous avons pu mettre en évidence un biais
de fractionnement du génome. De plus, nous avons pu identifier un déséquilibre de QTLs
entre les fragments chromosomiques ohnologues. Ces déséquilibres peuvent être expliqués
par différents facteurs et entre autres des différences d’évolution des séquences codantes.
Afin de tester cette hypothèse, nous nous sommes appuyés sur la pression de sélection
appliquée sur les gènes ohnologues. Afin de tester s’il y a une différence entre les paires
de gènes ohnologues, ces calculs de pression de sélection nécessitent de s’appuyer sur des
séquences référence. Celles-ci ont été identifiées par le biais de la construction de triplets
de gènes composés de gènes ohnologues du pommier et de séquences de référence de P.
persica, l’organisme Rosaceae le plus proche du pommier avec un génome de bonne qualité
et n’ayant pas subi la dernière WGD particulière des Maloideae.

5.1 Introduction

Afin d’expliquer les déséquilibres observés et les expliquer en suivant un modèle de
sous-dominance génomique, nous avons cherché à vérifier si la pression de sélection ap-
pliquée aux séquences codantes des gènes ohnologues était similaire. Les technologies de
séquençage ont permis l’émergence de plusieurs méthodes pour quantifier les pressions
de sélection opérant sur les séquences codant pour des protéines. L’une des approches
de référence, reconnue pour sa simplicité et sa robustesse, est le rapport dN/dS (aussi
appelé Ka/Ks ou ω). Cette mesure permet d’estimer la force et le mode d’action de la
pression de sélection appliquée sur des gènes codants pour des protéines. Cette pression
de sélection est définie par le rapport entre le taux de substitutions non synonymes et le
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taux de substitutions synonymes entre deux séquences, soit ω = dN/dS. La construction
de ce rapport repose sur les connaissances associées à la génomique de la population. En
effet, un des éléments majeurs est que si une mutation apparaît par hasard au sein d’une
séquence, deux résultats sont possibles à long terme. D’une part, la mutation peut être
perdue, car non transmise à la génération suivante.

D’autre part, la mutation peut être fixée et l’ensemble des individus de l’espèce de-
viennent à terme porteur de la mutation. Le devenir de la mutation dépend de l’inter-
action entre la sélection naturelle, la dérive génétique aléatoire, mais aussi de l’effet de
la mutation. Globalement, on considère trois effets pour les mutations. Tout d’abord, les
mutations peuvent être neutres, c’est-à-dire ayant peu ou pas d’impact sur l’organisme
porteur. Les mutations neutres s’accumulent dans la population au rythme du taux de
mutation génomique, souvent noté μ(Kimura, 1968). Chez les mammifères, il a été estimé
à 1.5e−10 nucléotide par génération (Kimura, 1968).

Ensuite, elles peuvent être délétères et présenter un désavantage pour l’organisme.
Les mutations délétères peuvent être fixées, mais peuvent atteindre au maximum le taux
de mutation génomique, tout en s’accumulant dans la population à un taux plus lent
puisqu’elles présentent un désavantage évolutif. Pour finir, elles peuvent être avantageuses
et présenter un avantage pour l’organisme qui en est porteur. Celles-ci présenteront un
taux de mutation supérieur au taux de mutation génomique.

En considérant les mutations qui se produisent au niveau des codons dans les gènes
codant pour les protéines, on définit les mutations synonymes comme neutres, car elles
ne modifient pas la séquence d’acides aminés de la protéine codée. Ainsi le taux de sub-
stitution synonyme (µS) sera presque égal au taux de mutation génomique μ. Parfois, la
sélection peut également agir sur des sites synonymes puisque certains codons peuvent
être sous-optimaux, ainsi, certaines méthodes et modèles évolutifs modélisent explicite-
ment la sélection de l’usage des codons dans l’estimation de ω. En revanche, le taux de
substitution non synonyme µN peut être affecté par la sélection. Par conséquent, le rap-
port ω défini tel que ω = µN/µS va être influencé par le mode de sélection agissant
sur les sites non synonymes. Néanmoins, l’estimation des taux µN et µS est difficile, ils
peuvent être estimés en calculant les divergences non synonymes et synonymes entre les
gènes selon les équations suivantes, dN = tµN et dS = tµS. Avec t, définissant le temps
de divergence. Ces distances peuvent être calculées à partir d’un alignement des séquences
comparées et permettent d’estimer ω telles que ω = dN/dS.

Le rapport ω peut être utilisé pour décrire le degré et le mode d’action de la « contrainte
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sélective » pour un couple de gènes (Hurst, 2002). Ainsi, un rapport ω > 1 suggère
une sélection positive (adaptative ou diversifiant) suggérant que des mutations non sy-
nonymes sont intégrées dans la séquence codante aboutissant à une diversification de
la séquence (Kryazhimskiy & Plotkin, 2008). Un rapport ω = 1 indique une évolution
neutre avec un ratio de mutation synonyme et non synonyme proche de l’horloge molécu-
laire (Kryazhimskiy & Plotkin, 2008). Pour finir, un rapport ω < 1 indique une sélection
négative, dite purificatrice, suggérant une pression de sélection contre une modification de
séquence, ce qui tend à conserver la séquence identique (Kryazhimskiy & Plotkin, 2008).

Différents outils permettent de calculer ω. L’outil de référence depuis plusieurs années
est le package Perl PAML (Z. Yang, 2007) qui rassemble de multiples outils permettant
d’étudier l’évolution des séquences. Cet outil permet entre autres la comparaison d’arbre
phylogénétiques avec BASEML et CODEML, l’estimation des taux de substitution sy-
nonymes et non synonymes dans les séquences d’ADN codant pour les protéines (YN00
et CODEML), l’estimation des matrices empiriques de substitution des acides aminés
(CODEML) et l’estimation des temps de divergence des espèces dans le cadre de modèles
d’horloge moléculaire globale et locale à l’aide de méthodes de vraisemblance (BASEML
et CODEML) et bayésiennes (MCMCTREE).

Pour cette analyse, l’outil YN00 a été utilisé. Cet outil se base sur l’analyse des aligne-
ments nucléiques afin d’estimer les taux de mutations synonymes et de non-synonymes
entre deux séquences d’ADN codant pour des protéines à partir d’un modèle évolutif. Cet
outil permet de conceptualiser le processus de substitution pour un site donné via une
chaîne de Markov à temps continu avec 61 états possibles, correspondants aux 64 codons
auxquels sont soustraits les 3 codons-stop (Z. Yang & Nielsen, 2000). Le modèle de chaîne
de Markov qui sous-tend le calcul de Ka/Ks par PAML ignore explicitement les polymor-
phismes qui ségrègent au sein d’une population. En effet, le modèle décrit seulement le
résultat final de la séquence, mais ne va pas permettre d’étudier en détail le processus
par lequel une mutation entre dans une population, change de fréquence et finit par se
fixer. Ainsi, le modèle considère les événements de fixation comme se produisant instanta-
nément, et les polymorphismes transitoires au sein de chaque population divergente sont
ignorés. Ces estimations vont permettre un calcul robuste tant que les taux de substitu-
tion estimés sont calculés entre des espèces ayant divergées avec un temps suffisant. Avec
un ensemble de données de séquences divergentes, et en supposant leur relation phylogé-
nétique, PAML estime le paramètre ω par maximum de vraisemblance (Z. Yang & Yoder,
2003 ; Yoder & Yang, 2000). La fonction de vraisemblance est dérivée de la chaîne de
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Markov, et suppose que le processus de substitution sur un site est indépendant des pro-
cessus sur tous les autres sites (B. Shapiro et al., 2006). Par définition, ω décris le taux de
mutations sélectionnées par rapport aux fixations de mutations neutres. Par conséquent,
il est logique d’estimer ω à partir d’un ensemble de données de séquences divergentes,
dont les différences représentent des substitutions fixes qui se sont accumulées le long de
branches indépendantes (Bofkin & Goldman, 2007).

Cette utilisation de la vraisemblance statistique permet d’intégrer lors du test d’un
locus les informations issues d’autres loci. Cette approche permet une analyse combinée
tirant parti des points forts des méthodes basées sur l’utilisation de supermatrices. Les
supermatrices sont des matrices interprétables comme ayant été divisée différents blocs.
Ce type de matrice à la capacité à intégrer divers types de données (Dequeiroz & Ga-
tesy, 2007), tout en évitant leurs inconvénients dont la gestion des données manquantes
représente le principal problème (Dequeiroz & Gatesy, 2007).

Différentes méthodes de comptage peuvent être intégrés au sein du calcul de PAML afin
d’estimer Ka et Ks entre deux séquences et de prendre en compte différents phénomènes.
Différentes méthodes de comptage sont implémentées au sein de PAML et notamment :
NG86 (Nei & Gojobori, 1986), LWL85 (W. H. Li et al., 1985), LPB (Pamilo & Bianchi,
1993), LWL85m, une version modifiée de LWL85 (Z. Yang et al., 2006) et YN00 (Z. Yang
& Nielsen, 2000). Ces méthodes diffèrent par des hypothèses et approximations différentes.
NG86 fait l’hypothèse qu’il n’y a pas de différence de taux de transition-transversion et pas
de biais d’utilisation des codons, il correspond à un modèle de comptage basique. Le calcul
des taux est effectué via la formule à un paramètre de Jukes-Cantor (T. H. Jukes et al.,
1969) qui permet une correction des substitutions multiples. LWL85, LPB et LWL85m
tiennent compte de la différence de taux de transition-transversion, mais ne supposent
pas de biais d’utilisation des codons. Cette estimation est valide dans la plupart des cas
et en particulier pour les espèces ayant divergées depuis plusieurs millions d’années. La
différence des taux de transition-transversion permet de prendre en compte la dégénéres-
cence du code génétique. En effet, pour les sites doublement dégénérés, presque toutes
les transitions sont synonymes et presque toutes les transversions sont non synonymes.
Néanmoins, on retrouve deux acides aminés qui font exception, que sont les mutations en
deuxième position pour les codons codants pour l’Arginine (CGA, CGG, AGA et AGG)
et les troisièmes positions des codons d’Isoleucine (ATT, ATC et ATA). Comme les sites
triplement dégénérés sont très peu nombreux dans le tableau universel des codons, si nous
considérons les sites triplement dégénérés dans les calculs de Ka et Ks, il en résultera des
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variations plus importantes des valeurs Ka et Ks. Par conséquent, les sites trois fois dégé-
nérés sont considérés comme des sites deux fois dégénérés. LWL85 se base sur la formule
de Kimura (Kimura, 1980) et estime Ka via l’équation 5.2 et Ks via 5.1. LPB se base aussi
sur Kimura (Kimura, 1980) mais propose une correction du biais des sites de comptage
en utilisant des formules différentes pour les estimations de Ka (Équation Ka 5.3 et Ks

5.4). LWL85m est directement dérivé de LWL85.

Ks = L4K4 + L2A2

L2/3 + L4
(5.1)

Ka = L0K0 + L2B2

L0 + 2L2/3
(5.2)

Avec,

i nombre de sites dégénérés. i peut prendre les valeurs de 0, 2 et 4

Li définis comme le nombre de sites i-fois dégénérés.

Ai et Bi définissant respectivement les nombres de substitutions transition
et transversion par site i-fois dégénéré

Ki qui est le nombre total de substitutions par site i-fois dégénéré, c’est-à-
dire Ki = Ai +Bi

Ka = Ai + L0B0 + L2B2

L0 + L2
(5.3)

Ks = Bi + L2A2 + L4A4

L2 + L4
(5.4)

La méthode LPB présente une approche différente. En effet, afin de s’affranchir de
l’influence du taux de mutation de transition/transversion, cette méthode va estimer
le Ka et Ks sans estimer le nombre de site synonymes et non synonymes. Ainsi, cette
méthode va approximer que le taux de transition est similaire pour les sites doublement
et quadruplement dégénéré et va donc en calculer la moyenne pondéré, ce qui correspond
au second membre des Équations 5.3 et 5.4. Pour calculer les nombres moyens attendus
Ai et Bi définissant respectivement les nombres de substitutions transition et transversion
par site i-fois dégénéré. Ces valeurs correspondent aux probabilités relatives normalisées
des différentes voies de substitution de transition et transversion.

Après différentes simulations et comparaisons sur des données réelles, LWL85, LPB
et LWL85m ne semblent pas très différents entre eux en termes de résultats (Tzeng et
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al., 2004). La méthode LWL85m, qui est une évolution de LWL85 prend en compte une
correction supplémentaire pour l’Arginine et présente des valeurs Ka et Ks environ 5 %
plus précises que celles calculées par LWL85 sur des données simulées (Tzeng et al.,
2004). Cette correction permet de prendre en compte le fait que les premières positions des
codons Arginine (CGA, CGG, AGA et AGG) appartiennent toutes à des sites doublement
dégénérés. Afin de prendre en compte certains cas particuliers comme l’alignement de l’un
des quatre codons Arginine avec un autre codon qui présente deux ou trois différences.
Ces cas peuvent être par exemple retrouvés avec l’alignement des codons CGA (Arg) et
ACA (Thr). La règle de base est modifiée pour considérer que toute différence synonyme
entre deux séquences sur un site doublement dégénéré est comptée comme une transition,
même s’il s’agit en fait d’une transversion.

La méthode le plus abouti est celui de Yang et Nielsen (Z. Yang & Nielsen, 2000)
qui est aussi implémenté dans YN00. Il tient compte à la fois de la différence de taux de
transition-transversion, des biais d’utilisation des codons et de la correction pour l’Argi-
nine, permettant ainsi de limiter les biais possibles dans le calcul.

À ces différentes méthodes de comptages sont ajoutées un modèle permettant la mo-
délisation de l’évolution de l’ADN. Différents modèles existent. Le plus basique est le
modèle JC69 (T. Jukes & Cantor, 1969). Ce modèle à un paramètre, μ estimant le taux
de mutation global estime une fréquence des bases équivalente et un taux de mutation
égal. Le modèle K80 (dit K2P) à deux paramètres prend en compte le taux de transition
(κ) et transversion (paramétré à 1) (Kimura, 1980). Ce modèle estime une fréquence des
bases équivalente. Le modèle K81 (dit K3P) à trois paramètres prends en compte un taux
de transition (α) et deux taux de transversion (γet β) (Kimura, 1981). K3P estime une
fréquence des bases équivalente. D’autres modèles existent et notamment celui utilisé par
la méthode YN00 dont le calcul est réalisé par estimation du maximum de vraisemblance
à l’aide du modèle Hasegawa-Kishino-Yano (HKY85) (Hasegawa et al., 1985). Ce modèle
étend le modèle K81 et prend en compte les taux de transitions/transversions à l’aide de
αet βet estime la probabilité d’utilisation des bases comme non équiprobable.

Dans le cadre d’un génome dupliqué par WGD et présentant un profil de dominance
génomique, le Ka/Ks a été étudié chez différentes espèces. Ainsi, chez le maïs, les gènes
ohnologues ont été comparés à leurs orthologues chez le sorgho, un organisme proche
n’ayant pas eu la dernière WGD. Dans le cadre d’analyses portant sur le génome du maïs
où une sous-dominance génomique a été établie, il a été observé une différence significative
de la pression de sélection entre les deux sous-génomes (Pophaly & Tellier, 2015).
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Ainsi, les gènes dominés semblent avoir une contrainte sélective relâchée et auront
tendance à présenter des ratios oméga supérieur à 1 suggérant une pression de sélection
négative. Cette pression de sélection aboutit a une accumulation des mutations non syno-
nymes sur le sous-génome dominé aboutissant à une plus forte pseudogénisation, ce qui
participe à la mise en place des mécanismes de la sous-dominance génomique.

5.2 Matériel et méthode

Ces analyses nécessitent un génome apparenté dépourvu de la dernière WGD commune
aux Maloidae. Nous avons donc choisi de réaliser cette étude en nous appuyant sur le gé-
nome de P. persica (The International Peach Genome Initiative et al., 2013) version 2.0.
L’évolution des séquences peut différer entre les paires de gènes ohnologues. Pour tester
l’hypothèse d’un biais dans l’évolution des séquences codantes, nous avons utilisé Ka/Ks

comme estimateur de la pression de sélection. Pour évaluer les différences de Ka/Ks entre
séquences codantes ohnologues de la pomme, nous avons d’abord construit des triplets de
gènes constitués de deux gènes ohnologues de la pomme et de l’orthologue le plus proche
chez P. persica puis comparé les ratios omega entre les deux paires pommier/poirier.
Cette partie a été implémentée dans le pipeline des blocs synténiques décrit dans la sec-
tion 2.2 relatif à la construction des blocs de synténie et des triplets associés. Les Ka/Ks

de ces triplets ont ensuite été calculés à l’aide d’un pipeline ad hoc accessible depuis la
forge à l’adresse suivante : https://forgemia.inra.fr/tanguy.lallemand/ka-ks-snakemake.
Ce pipeline commence par l’alignement des séquences protéiques des triplets en utilisant
MUSCLE (Edgar, 2004). L’utilisation de ClustalW (Sievers & Higgins, 2018) est aussi
possible par configuration. L’alignement protéique est ensuite converti en alignement nu-
cléique en utilisant PAL2NAL (Suyama et al., 2006) avec le paramètre nogap. Ce para-
mètre va permettre la suppression de la position pour l’ensemble des séquences si l’une
des séquences présente un gap sur la position concernée. Ensuite, l’outil YN00 du package
PAML (Z. Yang, 2007) est utilisé avec les paramètres suivants : icode :0 ; weighting :0 ;
commonf3x4 :0. Nous avons calculé les différentes valeurs de Ka, Ks et ω pour les cinq
méthodes de comptages disponibles (NG86 (Nei & Gojobori, 1986), LWL85 (W. H. Li
et al., 1985), LPB (Pamilo & Bianchi, 1993), LWL85m, (Z. Yang et al., 2006) et YN00 (Z.
Yang & Nielsen, 2000)). Ces configurations sont gérées par des fichiers de configuration
éditables par l’utilisateur. La méthode YN00 a l’avantage de prendre en compte le taux de
transition-transversion et les fréquences des nucléotides. L’analyse des résultats de Ka/Ks
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a été effectuée seulement sur les résultats de YN00. Ainsi, les différences entre les valeurs
de Ka, Ks et ω des paires de gènes ohnologues entre fragments de chromosomes synté-
niques ont été examinées à l’aide du test de Wilcoxon et du test de Kolmogorov-Smirnov
à deux échantillons pour la qualité de l’ajustement des valeurs.

Afin d’estimer la datation de la WGD nous nous sommes appuyés sur une approche
d’extrapolation linéaire (Berthelot et al., 2014). En supposant que le taux de substitution
est constant au cours du temps, et en ayant une estimation de la date de la spéciation
entre le pêcher et le pommier nous avons pu estimer la date de la WGD au moyen des pics
de Ks des distributions des pics de Ks inter- et intra-spécifique du pommier. La date de
spéciation entre P. persica et M. domestica a été estimer à l’aide de fossiles et de Time-
Tree (Kumar et al., 2017). Cet outil permet d’intégrer différents arbres phylogénétiques
provenant de la littérature et du contexte géologique et climatique de la Terre afin de
construire des modèles d’évolution et de calculer un consensus des dates de spéciation
pour les taxons donnés.

L’identification des pics dans les distributions Ks intraspécifique et interspécifiques a
été réalisée automatiquement à l’aide d’une décomposition en ondelettes (Du et al., 2006).
Cet algorithme fonctionne via une transformée en ondelettes continues du vecteur de Ks

suivi d’une identification des lignes de crête dans la matrice.

5.3 Résultats

En premier lieu, et comme décrit dans le chapitre Préparation des données 2, nous
avons cherché a construire des triplets contenant deux ohnologues chez Malus et un pa-
ralogue chez Prunus. Cette construction a été réalisée à l’aide d’un pipeline basé sur un
blastp all-against-all bidirectionnel. À partir des 16 779 couples de gènes ohnologues, nous
avons pu construire 9822 triplets. Les séquences protéiques des gènes composant ces tri-
plets ont par la suite été alignées. Les pourcentages d’identité obtenus varient entre 80 et
100 %. La distribution de l’ensemble des pourcentages d’identité est proposée en Figure
2.7. Les alignements protéiques ont ensuite été convertis en alignements nucléiques en
supprimant les positions où l’une des séquences présente des gaps. La taille médiane des
alignements nucléotidiques était de 942 bp avec un écart type de 903 bp. Ces alignements
nucléiques permettent le calcul des Ka/Ks pour 9623 triplets de gènes à l’aide de YN00
et des différentes méthodes de comptages.

Les distributions des valeurs de ω calculées à l’aide des différentes méthodes de comp-
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Figure 5.1 – Distribution des valeurs de Ka (vert), Ks (orange) et ω (bleu) pour les différentes
méthodes de comptages sous forme de boîte à moustaches. L’axe des ordonnés présente les valeurs de
Ka, Ks et ω. Sur les axes des abscisses cinq groupes de boîtes à moustache sont présentés. Le bas de
la boîte représente le premier quartile, le trait interne à la boîte présente la médiane de la distribution
et l’extrémité supérieur de la boîte présente le troisième quartile. La taille de la boîte représente l’écart
interquartile. La moustache inférieur présente le neuvième decile et la moustache présent quant à elle le
1er. Chaque groupe de boîtes à moustaches est associé aux résultats calculés via une méthode dont le nom
est précisé en abscisse. On peut observer que visuellement les résultats sont assez similaires, avec LWL85
et LWL85m qui génère les distributions extrêmes et YN00 qui génère la distribution la plus consensuelle.
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tage sont présentées en Figure 5.1. Une description chiffrée des distributions de Ka, Ks

et ω est présenté dans la Table 5.1. Concernant le Ka, les valeurs issues des différentes
méthodes sont très similaires avec des valeurs médianes présentant un minimum à 0,045
obtenu via la méthode LWL85 et un maximum à 0,048 obtenu avec LWL85m (écart
type=0,001). Le Ks présente des valeurs médianes minimales de 0,16 (LWL85m) et maxi-
males de 0,19 obtenue avec LWL85 pour une erreur standard de 0,01. Pour finir ω, présente
un minimum à 0,24 calculé avec LWL85 et 0,30 au maximum calculé avec LWL85m (écart
type=0,03). Si l’on s’intéresse à la valeur médiane des médianes des distributions calculées
avec chacune des méthodes, YN00 est la valeur médiane pour Ka, Ks et ω. Ces résultats
montrent que globalement les méthodes de comptages présentent des valeurs similaires
avec LWL85 et LWL85m générant les valeurs extrêmes et YN00 qui est un résultat médian
des cinq méthodes. Par ailleurs cette méthode est l’une des plus utilisées dans la litté-
rature (Hurst, 2002 ; Tzeng et al., 2004 ; Z. Zhang & Yu, 2006). Ainsi, pour les analyses
suivantes, seules, les données issues du calcul avec YN00 sont considérées.

Table 5.1 – Description des valeurs de ω, Ka et Ks calculés avec les différentes méthodes de comp-
tages implémentées dans PAML. Ka fournis des valeurs similaires avec un minimum de médiane à 0,045
(LWL85) et un maximum à 0,048 (LWL85m). Le Ks présente des valeurs médianes minimales de 0,16
(LWL85m) et maximales de 0,19 (LWL85). ω présente un minimum à 0,24 (LWL85) et 0,30 au maximum
calculé avec LWL85m.

Moyenne Écart type Médiane Valeur Modèle évolutif
0,3444 0,2328 0,3011 ω LPB93
0,0784 0,1043 0,0470 Ka LPB93
0,2199 0,2785 0,1630 Ks LPB93
0,2802 0,1926 0,2402 ω LWL85
0,0758 0,1027 0,0450 Ka LWL85
0,2562 0,3665 0,1950 Ks LWL85
0,3539 0,2237 0,3096 ω LWL85m
0,0779 0,1007 0,0480 Ka LWL85m
0,2202 0,3352 0,1610 Ks LWL85m
0,2783 0,2371 0,2480 ω NG86
0,0756 0,1019 0,0451 Ka NG86
0,2455 0,2799 0,1874 Ks NG86
0,3450 1,7381 0,2696 ω yn00
0,0776 0,1048 0,0463 Ka yn00
0,2604 0,3708 0,1749 Ks yn00

À partir des résultats issus des calculs à l’aide du modèle YN00, les distributions
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de Ka, Ks et Ka/Ks sont générées et présentées dans la figure 5.3. La distribution du
Ks intraspécifique présente un seul pic, ce qui suggère la présence d’une seule et récente
WGD. À partir de l’identification des valeurs de pics intraspécifique et interspécifique
et par extrapolation, nous avons pu estimer la date de la WGD. La spéciation entre P.
persica et M. domestica a été datée à partir de TimeTree dont une visualisation du résultat
est présentée en Figure 5.2. À l’aide d’un ensemble d’arbres phylogénétiques issus de la
littérature (Davies et al., 2013 ; C.-H. Huang et al., 2016 ; Naumann et al., 2013 ; Pouget
et al., 2016 ; Töpel et al., 2012 ; Vanneste et al., 2014) et de preuves fossiles (Wolfe &
Wehr, 1988) l’outil permet d’estimer un âge corrigé de la spéciation fixé ici à 54 Ma.
La valeur des pics Ks dans les distributions intraspécifiques a été identifiée à 0,151 et
interspécifiques à 0,293. La date de spéciation et les pics dans les distributions des Ks

permet d’extrapoler la datation de la WGD à 27 Ma.

La distribution de ω présente une majorité des valeurs en dessous de 1 ce qui sug-
gère une sélection purificatrice des gènes ohnologues. Néanmoins, nous avons identifié
222 couples de gènes avec des ratios ω supérieurs à 1 indiquant une sélection positive.
Leur distribution suit la répartition de la taille des paires de fragments chromosomiques
synténiques, et aucune paire de chromosomes ne semble déséquilibrée.

Afin d’étudier un potentiel déséquilibre dans la pression de sélection appliquée sur les
séquences ohnologues, des tests de Wilcoxon ont été exécutés sur les valeurs de ω, de Ka

et de Ks des paires de fragments synténiques. La distribution des ratios de ω pour chaque
chromosome, regroupé par paires de segments synténiques, est représenté dans la Figure
5.4. Les résultats des tests associés aux valeurs de ω sont placés en Table 5.2. Le tableau
et la série de boîtes à moustaches montrent qu’il n’y a pas de différence significative dans
la pression de sélection des séquences codantes entre les paires de chromosomes ohno-
logues. Néanmoins, les paires 1-7, 2-7, 2-15 et 5-10 semblent montrer une différence, bien
que non significative au seuil fixé de αà 5%. En s’appuyant sur les moyennes des distri-
butions, dans l’exemple de la paire 1-7, le fragment synténique associé au chromosome 1
aurait une pression de sélection plus forte que côté chromosome 7. Pour la paire 2-7, le
fragment synténique associé au chromosome 7 serait le plus conservé. Pour la paire 2-15,
le chromosome le plus conservé serait le chromosome 2. Pour la paire 5-10 le chromo-
some 5 présenterait une pression de sélection plus importante. Par ailleurs des tests de
Kolmogorov-Smirnov à deux échantillons pour la qualité de l’ajustement ont permis de
tester si les distributions de ω étaient similaires entre les paires de fragments chromo-
somiques synténiques. Les résultats sont présentés en Table 5.2. Ainsi, nous n’avons pas
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Figure 5.2 – Estimation de la datation de la spéciation de P. persica et M. domestica. Cette visualisa-
tion a été construite à l’aide de TimeTree. L’axe des ordonnés présente le temps en millions d’années. Sur
l’axe des abscisses un ensemble de sous-figures sont présentes. La première partie de la Figure présente des
éléments climatiques et géologiques importants. Ainsi la première courbe rouge, présente l’évolution de la
luminosité solaire à travers le temps. La seconde, en orange, présente le niveau de CO2. La courbe jaune
présenté le niveau d’O2. La Figure suivante présente un ensemble de cercles qui représentent les impacts
météoriques importants. Suit alors un ensemble de frises géologiques rappelant les éons, ères, périodes,
époques et âges géologiques. Le long de l’axe des ordonnées, des cercles présentent des estimations de la
datation de la spéciation entre le pêcher et le pommier.
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Figure 5.3 – Distribution des valeurs estimées de pression de sélection appliquée aux séquences co-
dantes. L’axe des ordonnées (omega) présente le nombre de séquences présentant une valeur particulière.
L’axe des abscisses présente les valeurs de Ka, Ks ou ω. La distribution verte présente les valeurs Ka

intraspécifiques. La distribution orange les valeurs de Ks intraspécifiques. La distribution bleu les valeurs
d’ω intraspécifiques. La distribution de Ks présente un seul pic suggérant une seule WGD. La distri-
bution de Ka/Ks présente une majorité des valeurs inférieures à 1 suggérant une pression de sélection
purificatrice.
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identifier de différences significatives entre les distributions de ω des paires fragments
chromosomiques synténiques.

Figure 5.4 – Diagrammes en boîte des valeurs d’ω entre les paires de fragments synténiques chro-
mosomiques. L’axe des y représente l’ensemble des valeurs d’ω. L’axe des abscisses indique les paires
de chromosomes considérées. Pour chaque paire de chromosomes (ou segments de chromosomes), les
diagrammes en boîte indiquent la distribution sur le premier chromosome de la paire (en vert) et la
distribution sur le second chromosome de la paire (en orange). *α< 0,05

Nous avons également comparé les ratios de mutations synonymes (Ks) et les ratios
non synonymes (Ka). Les distributions desKa représentées sous forme d’une série de boîtes
à moustaches pour chaque chromosome et regroupées par paires de segments synténiques
sont présentées dans la Figure A.11. Nous avons pu identifier les paires 2-15 et 8-15
comme significativement déséquilibrées. Quant aux ratios non synonymes (Ka) représentés
en Figure A.12, la paire 8-15 est significativement déséquilibrée. Le détail des tests de
Wilcoxon associés aux Ka et Ks est présenté en Table A.1. Pour finir, les distributions
ont été testées via Kolmogorov-Smirnov (Table A.1) et montrent que l’on ne peut pas
rejeter l’hypothèse que les distributions sont similaires.

Des tests similaires ont été menés sur des ensembles de gènes filtrés à partir d’infor-
mations provenant d’autres analyses menées au cours de cette thèse et notamment des
ensembles de gènes particuliers identifiés lors des analyses de transcriptomes et d’éléments
transposables. Les résultats étaient similaires avec des différences visibles en termes de
moyennes, mais non significatives.
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Table 5.2 – Résultats des tests de Wilcoxon et des tests de Kolmogorov-Smirnov à deux échantillons
pour la qualité de l’ajustement des valeurs de ω entre les fragments synténiques

couple p-value
de Wilcoxon

p-value de
Kolmogorov-Smirnov

Moyenne du
premier
chromosome

Moyenne du
second
chromosome

01-07 0,1902 0,7622 0,2373 0,2422
02-07 0,1709 0,6776 0,2578 0,2566
02-15 0,1408 0,6722 0,2330 0,2397
03-11 0,1935 0,7528 0,2420 0,2383
05-10 0,0832 0,8789 0,2381 0,2412
06-14 0,3475 0,6719 0,2475 0,2523
08-15 0,4853 0,5164 0,2366 0,2348
09-17 0,4343 0,9625 0,2410 0,2428
13-16 0,4471 0,9505 0,2388 0,2378

5.4 Discussion

Les calculs de pression de sélection appliquée aux séquences des gènes ohnologues
ont été réalisés à partir de triplets composés de deux gènes ohnologues du pommier et
d’un orthologue du pêcher. Chez A. thaliana, il a été observé que l’utilisation de triplets
permet une bonne résolution dans l’estimation de Ka/Ks associés à différentes WGD (Ren
et al., 2018). Les auteurs montrent que triplets obtenus par RBBH (consistant à garder les
triplets de gènes présentant réciproquement le meilleur résultat en blastP sur le génome
complet) permettent une meilleure résolution que l’utilisation de triplets construits via une
approche de BBH (consistant à garder les triplets de gènes présentant le meilleur résualt
en blastP sur le génome complet sans relation de réciprocité). Cette étude a également
montrée que l’utilisation d’un arbre phylogénétique et d’un plus grand nombre d’espèces
aurait permis une meilleure résolution surtout dans le cas où plusieurs WGD ont été
étudiés. Dans le cas de l’étude d’une unique et récente WGD comme chez le pommier,
l’utilisation de RBBH Blastp all-against-all permet une bonne résolution et un calcul
robuste de la pression de sélection.

Les distributions de valeurs de Ka, Ks et ω estimées avec les différentes méthodes de
comptages sont présentées sous la forme de boîtes à moustaches en Figure A.8. On peut
constater que les distributions sont globalement proches. D’un point de vue théorique,
la méthode NG sous-estime souvent le rapport des taux de transition/transversion (κ)
et donc le nombre de sites synonymes (S), ce qui entraîne une surestimation de Ks et
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une sous-estimation de ω. En effet, les transitions ont été observées comme pouvant être
jusqu’à deux fois plus fréquentes que les transversions (Collins & Jukes, 1994). Cette sous-
estimation a été confirmée par des simulations (Z. Zhang & Yu, 2006) et des observations
sur des données réelles (Z. Yang & Nielsen, 2000). Les méthodes LWL85 et LWL85m gé-
nèrent des distributions extrêmes. Ce constat peut s’expliquer par le fait qu’ils ne tiennent
pas compte de biais d’utilisation de codons, mais que LWL85m dérivé de LWL85 prend
en charge une correction liée à l’Arginine. La méthode YN00 adopte des corrections des
principaux biais connus et notamment le biais du taux de transition/transversion (κ) et
le biais de la fréquence des bases. De plus, cette méthode apparaît comme un résultat
médian des cinq méthodes en termes de distribution des valeurs. De plus, cette méthode
est la plus utilisée dans la littérature (Kreplak et al., 2019 ; Mao, 2019 ; Sohpal, 2021 ;
J. Yang et al., 2016). C’est pourquoi la méthode YN00 a été choisi pour les analyses
suivantes.

L’estimation de l’âge de divergence entre les paralogues a souvent été réalisée par l’in-
termédiaire du calcul du taux de substitution synonyme lorsque de nombreux paralogues
présentent des valeurs de Ks dans un intervalle proche (Blanc & Wolfe, 2004 ; Jiao et al.,
2011). Un unique pic est retrouvé dans la distribution du ks intraspécifique, ce qui suggère
une seule WGD récente comme attendu vis-à-vis de la littérature existante (Daccord et
al., 2017 ; Velasco et al., 2010). La localisation des pics dans les distributions de ks est une
étape cruciale. Elle a été réalisée via un algorithme de décomposition par ondelette. Cet
algorithme détecte les pics en appliquant une correspondance de motifs dans la matrice
de valeur, récupérant ainsi des informations supplémentaires comme la forme des pics, ce
qui peut améliorer considérablement la détection. Cette méthode peut ainsi détecter à la
fois les pics importants et faibles tout en présentant des résultats sensibles avec un taux
faible d’erreur de première espèce, comme le montrent les résultats de l’évaluation compa-
rative (Du et al., 2006). Après extrapolation linéaire à partir des pics de ks, l’estimation
de la datation de la WGD a été faite. Celle-ci est cohérente avec la dernière datation
faite (Su et al., 2021) qui confirme une WGD plus récente que les datations précédentes
faites via le pommier (Velasco et al., 2010 ; Xiang et al., 2017) et le poirier (J. Wu et al.,
2013). La datation de la WGD a été affinée grâce au génome de haute qualité GDDH13,
mais aussi grâce aux séquençages d’espèces supplémentaires proches des Maloideae. Ainsi,
le séquençage en 2021 de Gillenia trifoliata (Su et al., 2021) et du néflier japonais (Su
et al., 2021), des Rosacées à 9 chromosomes plus proches des Maloideae que P. persica a
permis une nouvelle datation de la WGD des Maloideae entre 13,5 et 27,1 Millions d’an-
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nées (Su et al., 2021). Cette estimation a été faite au moyen d’un arbre phylogénétique
de 8 espèces de Rosacées et d’un algorithme basé sur une Markov chain Monte Carlo
(MCMC). Par extrapolation linéaire et seulement à l’aide de P. persica nous avons pu
faire une estimation similaire.

On peut observer que la plupart des valeurs de ω sont inférieures à 1 avec des mé-
dianes des distributions ω pour chaque chromosome d’environ 0,20. Ce résultat suggère
une sélection purificatrice des gènes ohnologues sur tous les chromosomes. Les espèces
dupliquées par WGD sont attendues comme présentant une sélection purificatrice (Cheng
et al., 2018 ; Harikrishnan et al., 2015 ; Pophaly & Tellier, 2015). De plus, les organismes
ayant subi une WGD récente comme le poirier (Q. Li et al., 2019), le maïs (Pophaly
& Tellier, 2015), le saule (Harikrishnan et al., 2015) ou la carpe (J.-T. Li et al., 2015)
présentent des valeurs de ω dans les mêmes ordres de grandeur.

Néanmoins, de par l’approche utilisée pour construire les triplets pommier-pêcher, nous
n’avons étudié que des gènes très similaires ayant été conservés au cours de l’évolution.
En effet, les pourcentages d’identités des alignements de triplets, compris entre 80 et
100 % montrent que l’on a analysé avant tout des protéines proches d’un point du vue
de la séquence protéique. La perte de 199 triplets au cours de l’exécution du pipeline
s’explique par le fait que pour certains triplets l’alignement n’a pas fourni des séquences
assez longues rendant le calcul du Ka/Ks impossible, en effet celui-ci nécessite un nombre
suffisant de mutations synonymes et non synonymes. Or, PAL2NAL supprime tous les
codons contenant un gap dans l’alignement, ce qui peut raccourcir beaucoup des séquences
qui ne s’alignent pas bien. Pourtant ces séquences sont les plus divergentes et sont peut-
être en partie responsables de la différence entre les segments ohnologues. Les pseudogènes
n’ont pas été non plus inclus dans cette analyse, car ils ne sont souvent pas ou seulement
partiellement détectés par les logiciels de prédiction de gènes, or ils peuvent être en partie
à l’origine des divergences observées entre paires de chromosomes ohnologues.

Afin d’expliquer le déséquilibre de QTLs et étudier plus précisément le possible mé-
canisme de sous-dominance génomique, nous avons testé la présence d’un biais dans la
pression sélective entre les gènes ohnologues. Nous nous sommes appuyés sur le rapport
Ka/Ks entre les gènes ohnologues du pommier par rapport aux orthologues du pêcher.
Les différences de valeurs de ω ont été testées à l’aide du test de Wilcoxon. Les résultats
montrent que le taux d’évolution des séquences codantes ohnologues n’est pas significa-
tivement différent pour toutes les paires testées. Des analyses sur le taux de mutations
synonymes et non-synonymes présentent des résultats similaires. Ainsi, il semblerait que
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les gènes maintenus après le premier cycle de pseudogénisation post-WGD sont soumis à
une pression de sélection similaire. Ce constat est valide, quel que soit le degré de réar-
rangement chromosomique des paires considérées. Ce résultat ne peut donc pas expliquer
le déséquilibre de QTL qui ne semble donc pas lié à des différences de séquences codantes
entre les gènes ohnologues. Chez les espèces présentant des déséquilibres de QTL et des
sous-dominances génomiques, il a été montré un lien entre le déséquilibre de QTL et la
pression de sélection. Par exemple chez le maïs, il a été montré que le gène d’une paire
donnée qui présente un phénotype mutant et donc porteur du gène majeur présente un
ratio ω plus faible, ce qui indique qu’une sélection purificatrice plus importante s’exerce
sur lui (Pophaly & Tellier, 2015).

Pour le pommier nous n’avons pas observé de différences significatives. Il est possible
que cette absence de différence s’explique par la stringence de la méthode de construction
des triplets que l’on a utilisé qui nous a permis de regrouper que les gènes les plus simi-
laires, qui ont donc accumulé moins de différences. L’intégration de triplets plus divergents
pourrait peut-être amener des différences plus fortes et potentiellement déséquilibrées.
Néanmoins, ces différences, non significatives, pourraient présenter un intérêt notamment
en les intégrants à d’autres sources d’informations.

Ainsi, les déséquilibres de QTL observés ne peuvent pas être expliqués par des dif-
férences globales dans l’évolution des séquences codantes des gènes. Des résultats simi-
laires ont été observés chez différentes espèces, y compris des espèces à dominance sous-
génomique comme le maïs (Woodhouse et al., 2010).

5.5 Conclusion

Dans cette analyse, 9623 triplets de gènes composés de deux gènes ohnologues pom-
mier et de leur orthologue chez le pêcher ont été testés. Après calcul des valeurs de Ka, Ks

et ω associés à ces séquences via cinq différentes méthodes de comptages. Nous avons pu
estimer que la méthode YN00 présente les résultats les plus consensuels. En comparant
la pression de sélection appliquée aux gènes ohnologues entre les différentes paires synté-
niques, nous n’avons pas identifié de déséquilibre significatif entre les principales paires
de fragments chromosomiques synténiques. Les différences de moyennes des distributions
de ω bien que non significatives suggèrent un déséquilibre entre les paires de chromo-
somes ohnologues qui serait en adéquation avec ce qui a été observé lors de l’évaluation
du fractionnement génomique et de l’étude de la distribution des QTLs. Néanmoins, les
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différences de pressions de sélections ne semblent pas expliquer de manière significative les
déséquilibres observés. Ainsi, il convient de s’intéresser à des mécanismes dont l’évolution
est suspectée comme étant plus rapide, et notamment la transcription des gènes dont le
déséquilibre a été associé à la sous génome dominance et pourrait expliquer le déséquilibre
de fractionnement et de distribution de QTL.
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Chapitre 6

ANALYSE DE L’EXPRESSION DES GÈNES

OHNOLOGUES

Nous avons pu mettre en évidence un déséquilibre dans la proportion de QTL portés
par les différentes paires de fragments chromosomiques ohnologues. Ce déséquilibre ne
s’explique pas par des différences de pression de sélection entre les séquences des gènes
ohnologues, comme discuté dans le chapitre 5. Afin d’expliquer le déséquilibre de QTL,
nous avons choisi de nous intéresser à la comparaison du niveau de transcription des gènes
ohnologues. En effet, le niveau de transcription est susceptible d’évoluer plus rapidement
que les séquences codant pour des protéines et pourrait ainsi avoir un lien avec le différen-
tiel de QTL pour différentes paires de chromosomes. Par ailleurs, nous avons pu identifier
un biais dans le fractionnement du génome qui tend à privilégier certains chromosomes.
Ainsi nous avons pu observer que le pourcentage de rétention de gènes entre le pommier
et le pêcher est significativement différents pour différentes paires. Le biais de fractionne-
ment génomique est un mécanisme connu pour impacter l’équilibre transcriptionnel des
organismes dupliqués par WGD.

6.1 Introduction

Une duplication complète du génome par WGD présente de très nombreuses impli-
cations pour l’organisme. En effet, le génome est rendu instable par une augmentation
importante de sa taille et du nombre de gènes. Ainsi, après une WGD, un ensemble de
mécanismes, notamment des remaniements chromosomiques et des pertes de gènes, vont
se mettre en place afin de rétablir la ploïdie de l’organisme (Wendel, 2015). Les méca-
nismes de diploïdisation vont amener, dans certains cas, des déséquilibres dans le génome.
Chez de nombreuses espèces polyploïdes (allopolyploïdes et autopolyploïdes), il a notam-
ment été observé des déséquilibres dans les niveaux de transcription entre les différents
segments synténiques. Ce déséquilibre transcriptionnel a été étudié chez de nombreuses
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espèces. Il a été montré que l’un des mécanismes liés à la mise en place de ce déséquilibre
est le fractionnement du génome. Ces mécanismes s’initient rapidement après la WGD
et ont été retrouvés chez des organismes avec des WGD très récentes comme Brassica
napus (Xiong et al., 2011). Il semble que ces effets perdurent de nombreuses générations
après la WGD puisque l’on a retrouvé ce mécanisme chez des organismes avec des WGD
plus anciennes comme A. thaliana (Maere et al., 2005) et Z. maize (Woodhouse et al.,
2010). La perte de gène est théoriquement attendue comme aléatoire et ne privilégie pas
de chromosomes ou de sous-génome en particulier (Panchy et al., 2016). Néanmoins, il
a été constaté chez différentes espèces et notamment M. domestica dans ce manuscrit
(chapitre 3) que le fractionnement génomique pouvait être biaisé.

Cette rétention préférentielle des gènes dupliqués par WGD sur certaines parties du
génome va avoir différents impacts, entre autres, sur le niveau de transcription. Ainsi, le
génome ayant perdu le moins de gènes (dit sous fractionné) a été observé comme étant le
sous-génome avec une expression en général plus importante par rapport au sous-génome
plus fractionné. Cet ensemble de mécanismes de fractionnement génomique associé à un
déséquilibre transcriptionnel a été décrit dans la littérature par le terme de dominance
sous-génomique (subgenome dominance). Il est à noter que le biais d’expression induit
n’est pas total et constitue un modèle valide à l’échelle globale. En effet, localement, le
sous-génome dit sous exprimé contient toujours des gènes qui sont exprimés. Une partie
même des gènes du sous génome « dominé » peuvent être surexprimés par rapport à leurs
ohnologues issus du sous génome dit dominant. Par ailleurs, il a été identifié pour certaines
espèces, et en particulier le blé, une sous-dominance génomique qui ne fonctionne pas à
l’échelle globale, mais dont la présence a été identifiée au niveau local (Harper et al.,
2016). Néanmoins, l’observation la plus généralement faite, et uniquement chez plusieurs
espèces allopolyploïdes, est un déséquilibre transcriptionnel global. Ainsi, chez B. rapa,
de nombreuses études ont analysé les niveaux de transcription des gènes synténiques.

Au sein de B. rapa, dans 3 expériences RNA-Seq associées à trois tissus, il a été
observé que les trois sous-génomes (LF pour Less Fractioned subgenome, MF1 More Frac-
tioned subgenome 1 et MF2 More Fractioned subgenome 1 ) présentaient des niveaux
de transcriptions des gènes synténiques différents, et que l’un des sous-génomes (LF)
présentait significativement plus souvent des niveaux d’expression supérieurs aux autres
sous-génomes. Chez le maïs, à partir de 4 échantillons RNA-Seq et 1750 paires de gènes
synténiques, il a été observé qu’une majorité des gènes surexprimés avec un ratio log2 > 4
étaient significativement (distributions binomiales cumulatives) préférentiellement locali-

152



6.1. Introduction

sés sur le sous-génome 1 plutôt que le sous-génome 2 (J. C. Schnable et al., 2011). Ce
différentiel d’expression a été observé dans l’ensemble des tissus testés. Par ailleurs, des
cas plus complexes de dominance sous-génomiques avec une dimension spatiotemporelle
ont été observés notamment chez la myrtille, le blé hexaploïde (blé tendre) (Eckardt,
2014) et le coton. Ainsi chez la myrtille allotétraploïde, l’un des sous-génomes présente
des niveaux d’expression plus importants que ses homologues dans la majorité des organes
et des stades de développement testés. Néanmoins, le second sous-génome a été identifié
comme dominant lors du développement du fruit (Colle et al., 2019). De même, chez le
coton, des dominances sous-génomiques variables ont été identifiées à différents stades de
développement et dans différents tissus. Ainsi, le sous-génome D a été identifié comme
étant dominant et plus fortement exprimé dans les pétales (L. Flagel et al., 2008). Tan-
dis que le sous-génome A a été observé comme le plus fortement exprimé dans les tissus
ovulaires (Samuel Yang et al., 2006). Ces biais locaux suggèrent qu’un sous-ensemble de
voies métaboliques pourrait être contrôlé par un sous-génome en particulier, tandis que
l’autre ou les autres sous-génomes contrôlent le reste des voies. Cela entraînerait alors
le partage des traits phénotypiques et des QTLs entre différents sous-génomes, comme
il a été observé pour la myrtille (Colle et al., 2019), le coton (L. Flagel et al., 2008)
et le blé (Eckardt, 2014). Cette observation pourrait être une source de lien important
entre un déséquilibre de QTL observé au sein du pommier et un potentiel déséquilibre
transcriptionnel dont ce chapitre détaille la mise en place et les résultats associés.

Par ailleurs, un certain nombre d’organismes allopolyploïdes ne présentent pas de sous-
génome dominant identifié. C’est le cas d’organismes de la famille des cucurbitacées (H.
Sun et al., 2017) et Capsella bursa-pastoris (Douglas et al., 2015). De plus, il n’a pas
encore été identifié de déséquilibre transcriptionnel chez des espèces dupliquées par au-
topolyploïdie. En effet, ce type d’analyse a été menée entre autres chez le poirier (Q. Li
et al., 2019) où il n’a pas démontré de déséquilibre. Enfin, l’émergence d’un déséquilibre
transcriptionnel après polyploïdisation semble rapide. En effet, après des tests sur des
allopolyploïdes synthétiques notamment du coton, il a été démontré que le biais d’expres-
sion pouvait être observé dès l’hybride F1 (L. Flagel et al., 2008). Le biais s’amplifie par la
suite au cours des générations suivantes avant de se stabiliser (L. Flagel et al., 2008). Une
des hypothèses pouvant expliquer ce mécanisme pourrait être un facteur environnemental
qui pourrait influencer le biais pour sélectionner le sous-génome qui serait le plus adapté
à l’environnement.

Afin d’expliquer le déséquilibre de QTL, qui ne semble dû ni à un différentiel de
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sélection des gènes ni à un déséquilibre de fractionnement du génome, nous nous attachons
dans le chapitre suivant à tester si un déséquilibre transcriptionnel pouvait être identifié
chez le pommier. Pour ce faire nous avons mené une analyse exhaustive de l’expression
des gènes ohnologues chez le pommier à partir de toutes les données RNA-seq publiques
disponibles, générées sur une large diversité de tissus et de conditions.

6.2 Matériel et méthode

Afin de tester un déséquilibre transcriptionnel en sachant que ce type de déséquilibre
pourrait s’appliquer à l’échelle locale, globale ou présenter des profils différents suivants les
tissus et/ou conditions testés, nous avons étudié l’expression des gènes dans un maximum
d’organes et de traitements. Ainsi, nous nous sommes appuyés sur les données accessibles
publiquement. La première étape de l’analyse est donc d’identifier et de télécharger les
données brutes de RNA-Seq associées à M. domestica sur les différentes bases de données
publiques.

6.2.1 Récupération des données de séquençage RNA-Seq

Afin de mener une analyse exhaustive de l’expression des gènes ohnologues chez le
pommier, nous avons cherché à récupérer un maximum de données de séquençage RNA-
Seq de haute qualité. Pour ce faire, nous avons construit un pipeline Snakemake (pipe-
line get-rna-seq-data) (https://forgemia.inra.fr/tanguy.lallemand/get-rna-seq-data) per-
mettant la recherche d’expériences transcriptomiques, leur annotation afin de les filtrer
suivant la qualité désirée, et le téléchargement des données brutes associées. Ce pipeline
permet la recherche d’identifiants d’études (SRP), d’expériences (SRX) et d’échantillons
(SRR) ainsi que l’ensemble des métadonnées associées à chacun des échantillons. La re-
cherche est faite sur les principales bases de données publiques rassemblant des données
transcriptomiques et notamment, Sequence Read Archive (SRA) (Leinonen et al., 2011),
European Nucleotide Archive (ENA) (Toribio et al., 2017) et Gene Expression Omnibus
(GEO) (Barrett et al., 2012).

L’interrogation de ces bases de données s’appuie sur la librairie pySRAdb (Choudhary,
2019) en version 0.11.1 qui permet la récupération des identifiants d’expérience transcrip-
tomique ainsi qu’une partie des nombreuses métadonnées associées. Les métadonnées ne
pouvant être récupérées à l’aide de cette librairie ont été récupérées par des analyses pro-

154

https://forgemia.inra.fr/tanguy.lallemand/get-rna-seq-data


6.2. Matériel et méthode

grammatiques des pages web associées. C’est par cette approche qu’ont été récupérés la
taille des fichiers téléchargés afin de fournir une estimation fiable de l’espace disque requis
ainsi que la longueur des reads.

Afin de garantir une bonne homogénéité de qualité du jeu de données, un filtre suivant
des critères de tissus, traitements, organisme, technologie utilisée, mais aussi de qualité
des échantillons et/ou du séquençage peuvent être précisés par l’utilisateur. Pour cette
analyse, nous avons gardé des données issues de M. domestica et respectant les critères
suivants : données pairées ; au moins trois réplicats biologiques ; un séquençage d’au moins
2 × 107 reads par échantillon et une longueur de reads minimale de 100 bp.

Le téléchargement des fichiers fastq bruts, des expériences conservées, depuis les bases
de données publiques est effectué par le pipeline à l’aide des outils SRA-toolkit, en par-
ticulier fastq-dump et Aspera. Les fichiers sont stockés en construisant une architecture
de dossier de type SRP/SRX/SRR permettant de faciliter la navigation et l’entrée dans
les pipelines suivants. Les métadonnées rattachées aux échantillons ont été agrégées et
traitées manuellement afin de reconstituer les plans d’expériences, les tissus testés, les
traitements associés et les liens de téléchargement manquants.

Le téléchargement de l’ensemble de ces données brutes construit un jeu de données
exhaustif des expériences de séquençage d’ARN chez le pommier. Il convient ensuite de
traiter ces données brutes afin de produire des alignements fiables et ainsi permettre une
analyse de l’expression des gènes ohnologues chez M. domestica.

6.2.2 Traitement des données brutes, comptages et analyse dif-
férentielle

Les données brutes de RNA-Seq nécessitent un ensemble de traitements et en particu-
lier un alignement (mapping) des reads sur le transcriptome de référence, qui rassemble
l’ensemble des gènes potentiellement transcrits dans le génome. Les données brutes ont
été traitées à l’aide d’un pipeline de pseudomapping ad hoc (https://forgemia.inra.fr/
tanguy.lallemand/rna-seq). Ce pipeline produit les étapes de suppression des adaptateurs
(trimming), l’évaluation de la qualité de séquençage et l’alignement des reads sur le trans-
criptome de référence de GDDH 13 #11̇. Le trimming peut être réalisé via un des deux
principaux outils de référence, cutadapt (Martin, 2011) ou trimmomatic (Bolger et al.,
2014). Pour cette analyse c’est cutadapt qui a été utilisé. Les étapes de contrôles de qualité
des données brutes sont faites à l’aide de FastQC (Andrews et al., 2010). Le pseudoaligne-
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ment des reads sur le transcriptome de référence et la quantification de l’expression des
transcrits dans chacune des conditions analysées ont été réalisés à l’aide de Salmon (Patro
et al., 2017). L’utilisation de STAR (Dobin et al., 2013) a aussi été implémentée. L’in-
dexation du transcriptome de référence a été effectuée avec l’outil d’indexation de Salmon
en version 4. La configuration de l’outil a été faite comme suit : un échantillonnage dense ;
non-conservation des doublons et une taille de k-mer fixé à 31 en suivant la recomman-
dation des auteurs (Patro et al., 2017) pour l’alignement de reads de taille supérieur à
75. Ainsi un total de 60 172 826 k-mers est généré. Le pseudoalignement a quant à lui été
réalisé avec Salmon en version 1.3.0 avec une bibliothèque adapté aux données pairées, de
type Inward (l’orientation relative), Stranded (le protocole est spécifique au brin), For-
ward (la lecture 1 provient du brin avant) (ISF). De plus, Salmon a été paramétré pour
éliminer les alignements ambigus afin de limiter les biais dus aux séquences dupliquées
qui sont la cible de l’analyse. Toutes les métriques des étapes du pipeline ont été agrégées
à l’aide de MultiQC (Ewels et al., 2016) permettant ainsi la construction d’un rapport
unique et complet de la qualité des données et des différents traitements appliqués lors de
l’analyse. Après les étapes d’alignement, toutes les expériences pour lesquelles au moins
un des réplicats présente un taux global d’alignement inférieur à 70 % ont été retirées
de l’analyse. De même, les expériences présentant des métadonnées de mauvaise qualité
n’ont pas été conservées. Ceci est permis par le grand nombre d’expériences accessibles qui
autorisent d’être particulièrement stringent et de fournir ainsi une analyse de la meilleure
qualité possible.

Après alignement et évaluation de la qualité, le nombre de reads pour chaque couple
de gènes ohnologues est normalisé en fonction de la longueur du gène le plus long de
la paire de gènes ohnologues. Enfin, une analyse différentielle entre les gènes ohnologues
au sein des mêmes conditions expérimentales a été réalisée. Un schéma présentant l’ap-
proche utilisée lors de la construction de cette analyse différentielle des gènes ohnologues
est présenté en Figure 6.1. Pour mener les analyses différentielles, nous avons utilisé le
script anaDiff (Pelletier, 2022), un package R basé sur DESeq2 (Love et al., 2014) et
edgeR (McCarthy et al., 2012). Pour ces comparaisons, et après avoir testé avec les deux
outils, DESeq2 est utilisé pour effectuer les analyses différentielles en tenant compte des
réplicats biologiques. Les analyses différentielles que nous avons menés dans le cadre de
cette thèse sont différentes des analyses classiquement menées. En effet, on ne cherche pas
à comparer le niveau d’expression d’un même gène entre deux conditions expérimentales,
mais plutôt à comparer le niveau d’expression des couples de gènes ohnologues au sein
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de la même condition expérimentale. Pour chaque condition nous avons divisé en deux le
génome pour séparer les paires de gènes ohnologues, l’analyse d’expression différentielle
est alors faite sur ces deux demi-génomes pour chaque condition (en prenant en compte
les trois réplicats) séparément.

Condition 1

Chromosome 3 Chromosome 3

gene 1 gene 1

gene 2 gene 2

Condition 1 Condition 2

Classical Differential 
Expression Analysis

Ohnologous Differential 
Expression Analysis

Chromosome 3 Chromosome 11

Ohnologous 1 Ohnologous 1’

Ohnologous 2 Ohnologous 2’

Figure 6.1 – Schéma de la construction de l’analyse différentielle des gènes ohnologues. La partie
gauche du schéma résume succinctement le fonctionnement d’une analyse d’expression différentielle où le
niveau d’expression d’un gène dans une condition est comparé au niveau d’expression de ce même gène
dans une condition expérimentale différente. La partie droite du schéma présente notre approche d’analyse
d’expression différentielle des gènes ohnologues consistant en la comparaison du niveau d’expression des
paires de gènes ohnologues au sein de la même condition expérimentale.

6.2.3 Analyse des niveaux d’expression

Afin de valider des différences de niveaux d’expression des gènes au sein de paires
de fragments chromosomiques ohnologues, une analyse statistique a été implémentée
pour tester le nombre de gènes ohnologues différentiellement exprimés entre les paires de
chromosomes ohnologues. Elle est stockée sur le dépôt : https://forgemia.inra.fr/tanguy.
lallemand/rna-seq-downstream-analysis. L’analyse statistique est faite à l’aide du test de
Wilcoxon qui teste la distribution du nombre moyen de reads alignés pour les 3 réplicats
pour chacun des gènes ohnologues.

L’analyse a été menée pour chaque condition à part. Nous avons réalisé des tests de
Wilcoxon sur les gènes significativement différentiellement exprimés et avec au moins le
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double de reads alignés sur l’un des deux gènes (logFC>2). Cette règle est décrite dans la
littérature comme la two-fold rule (Renny-Byfield et al., 2015 ; J. C. Schnable et al., 2011 ;
Woodhouse et al., 2014)). Cette série de tests a de la même façon été réalisée avec tous
les gènes significativement différentiellement exprimés, quelle que soit la valeur du logFC.
Cette approche est décrite dans la littérature comme horse race rule (Renny-Byfield et
al., 2017 ; J. C. Schnable et al., 2011 ; Woodhouse et al., 2014). Ainsi, pour chacune
des conditions testées, une analyse d’expression différentielle a été faite et deux analyses
statistiques ont été produites. Les résultats des tests de chacune des conditions ont alors
été agrégés pour chaque paire de chromosomes ohnologues en appliquant la méthode
d’agrégation des p-values de Fisher, dont la méthode est détaillée en section 1.2.4. Cette
analyse permet l’obtention d’un résultat unique pour chaque paire de chromosomes. Ce
résultat global va déterminer si au travers de l’ensemble des traitements et tissus analysés,
le nombre de gènes différentiellement exprimés est significativement différent entre les
paires de fragments chromosomiques ohnologues. En outre, pour chacun des gènes et
pour chacune des expériences, le nombre de fois où un gène donné était surexprimé par
rapport à son ohnologue a été comptabilisé. Ceci permet de vérifier si certains gènes ont
des comportements similaires pour l’ensemble des conditions du jeu de données, quels que
soient les tissus et les traitements analysés.

6.3 Résultats

6.3.1 Récupération des données de séquençage RNA-Seq

À partir du pipeline get-rna-seq-data nous avons pu rechercher toutes les expériences de
RNA-Seq disponibles sur les bases de données publiques (SRA, ENA, GEO). Nous avons
récupéré 9578 séries associées à la sous-famille Malus. En ne conservant que les analyses
de séquençage ARN d’une taille d’au moins 20 000 000 de paires de bases, une longueur
de lecture d’au moins 100 bp et uniquement ceux associés à l’espèce M. domestica, nous
avons pu récupérer 2084 identifiants. Parmi eux, 820 sont des échantillons pairés et sont
associés à au moins trois réplicats. Ces 820 séries de séquençage ARN (échantillons) sont
réparties en 54 expériences réunissant 798 conditions. Nous avons aussi ajoutés 1080 échan-
tillons regroupant des identifiants associés à différentes expériences dont les annotations
sur les bases de données publiques étaient insuffisantes pour rendre leur identification
automatique simple. Elles ont été expertisées manuellement, et présentaient une grande
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proportion de duplicata avec les expériences déjà identifiées. Après nettoyage du jeu de
données, notamment la déduplication et la suppression d’expériences dont les métadon-
nées sont présentes sur les bases de données publiques, mais pas les fichiers bruts, nous
avons pu récupérer un total de 633 séries de séquençage RNA-Seq associées à 629 condi-
tions rassemblées en 40 études. Le jeu de données brutes téléchargées sous forme de fichiers
compressés nécessite 2176 Go d’espace disque. Pour contrôler la fiabilité des résultats et
dans l’optique d’effectuer une analyse la plus exhaustive possible, nous avons exécuté de
nouveau ce pipeline une année plus tard (2021). Nous avons récupéré plus d’expériences,
pour un total de 755 séries de séquençages RNA-Seq réunis en 250 groupes de 3 réplicats
décrivant 751 conditions d’expérimentations rassemblées en 45 expériences pour un es-
pace disque de 2907 Go. C’est sur ce dernier jeu de données, plus récent, que les analyses
présentées ici ont été menées.

Après téléchargement des 1510 fichiers de données brutes et annotations manuelles
de l’ensemble des expérimentations, nous avons exécuté le pipeline de pseudoalignement
pour l’ensemble de ces échantillons. Une étape de filtration a été réalisée afin de supprimer
les échantillons dont au moins un des réplicats présente un taux d’alignement inférieur à
70 %. Nous avons aussi éliminé de l’analyse les échantillons présentant des métadonnées
de mauvaise qualité et dont l’annotation manuelle à l’aide des publications originelles
n’est pas possible avec fiabilité. Nous avons conservé un total de 24 expériences, 44 séries
de séquençages RNA-Seq rassemblés en 148 groupes de 3 réplicats (soit 444 échantillons
pairés) totalisants 1789 Go.

À partir des annotations existantes et de l’enrichissement manuel des métadonnées
rattachées aux expériences, nous avons pu construire une ontologie décrivant les méta-
données des tissus et traitements testés. Afin de permettre de potentielles comparaisons,
cette ontologie a été pensée pour se calquer sur le modèle de l’ontologie utilisée dans
l’étude QTL. Une visualisation de l’ontologie complète sous la forme d’un arbre hiérar-
chique est présentée en Figure 6.2. Cet arbre montre la grande diversité des traitements
et des tissus dans le jeu de données étudié. La diversité des traitements est en majorité
relative à des stress biotiques (résistances à des pathogènes en majorité) ou abiotiques
(très divers). On retrouve aussi des études plutôt liées à des notions de développement de
l’arbre, du fruit ou à des mutants particuliers. Concernant la diversité des tissus testés,
elle rassemble plutôt des fruits, des fleurs, et dans une moindre mesure des feuilles et
racines.

Cette ontologie a permis l’annotation manuelle de l’ensemble des expériences RNA-Seq
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Figure 6.2 – Arbre hiérarchique de l’ontologie décrivant les traitements et les tissus associés aux séries
de séquençages RNA-Seq analysées. Cette ontologie contient quatre niveaux représentés par les quatre
niveaux de nœuds présentés de gauche à droite. Les branches représentent les relations de type « is_a »
entre les termes de l’ontologie.

analysées. La visualisation des proportions des différents traits dans le jeu de données est
présentée en Figure 6.3. Les détails des proportions sont placés en annexe. Les nombres
des traitements au niveau trois de l’ontologie sont présentées en Table A.4. Ainsi, on peut
observer une grande diversité dans les traitements étudiés, ce qui était suggéré par la
représentation de l’arbre de l’ontologie. On retrouve principalement des stress abiotiques
(47 %) ou liés au développement du fruit (34 %) 6.3C. Concernant, les tissus, la majorité
provient de fruits (59 %) et dans une moindre mesure de feuilles (11 %) 6.3A. Les nombres
des tissus sont présentées en Table A.3. Pour finir, les cultivars présentent une grande
diversité avec une majorité représentée par Zisai Pearl x Red Fuji (18 %), Gala (10 %) et
Pink Lady x Cripps Pink (10 %) 6.3B. Les nombres des tissus sont présentées en Table
A.2.

Ainsi, le pipeline développé a permis la recherche d’expérience de séquençage RNA-
Seq associées à M. domestica. Ces expériences ont été filtrées selon des critères qualité
pour assurer une haute qualité des données analysées. Les métadonnées associées à ces
expériences ont été récupérées, ré-annotées manuellement et associées à une ontologie
permettant la description des tissus et des traitements associés à chacune des conditions
analysées. La grande diversité de tissus, traitements et variétés dans ce jeu de données en
fait un ensemble le plus exhaustif possible à ce jour pour des données transcriptomiques
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(C) Proportions des métadonnées associées aux traitements de pommier analysés

Figure 6.3 – Proportions des différentes métadonnées décrivant les tissus, cultivars et traitements
associés aux expériences RNA-Seq testées. La couleur permet de différencier les secteurs associés aux
différentes métadonnées. La taille des secteurs permet de représenter visuellement la proportion d’expé-
riences associées à cette métadonnée. Le pourcentage exact est aussi ajouté dans chacun des secteurs. La
proportion des tissus testée présentée en Figure 6.3A montre une majorité de fruits testés. Les cultivars
(6.3B) sont quant à eux représentés en majorité par Zisai Pearl x Red Fuji, Gala et Pink Lady x Cripps
Pink. Les traitements (6.3C) examinés sont majoritairement liés au développement du fruit et des stress
abiotiques.
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associées au pommier. Les données brutes doivent ensuite être traitées via un pipeline
d’alignement afin de réaliser des comptages pour mener les analyses différentielles d’ex-
pression.

6.3.2 Traitement des données brutes, comptages et analyse dif-
férentielle

Nous avons utilisé le pipeline de pseudomapping sur 755 séries de séquençage RNA-Seq
pairés, ce qui représente 1510 fichiers de données brutes rassemblées en 250 groupes de
3 réplicats.

Les différents indicateurs récupérés à chacune des étapes du pipeline pour chacun
des échantillons ont été agrégés et représentés à l’aide de MultiQC. Une visualisation
globale résumant l’ensemble des indicateurs est fournie en annexe (Figure A.13). De par
le nombre important d’échantillons analysés, cette visualisation globale en beeswarm ne
permet pas un grand niveau de détail, mais permet néanmoins d’observer une qualité
générale satisfaisante pour l’ensemble des échantillons filtrés.

L’évaluation de la qualité des données brutes associées aux échantillons a été réalisée
avec FastQC dont les données ont ensuite été agrégées et visualisées à l’aide de MultiQC.
Concernant le compte de séquences fournies en annexe (Figure A.16) on retrouve les
valeurs attendues, avec un pourcentage de reads uniques entre 40 et 60 %. Néanmoins,
sept échantillons semblent montrer une anomalie avec des pourcentages de reads uniques
à près de 90 %. Par ailleurs, l’estimation de la qualité des séquences basée sur le score issu
des fichiers FastQ montre que l’ensemble des échantillons présentent des scores de qualité
(Phred score) entre 35 et 40, avec une baisse légère sur la fin des reads. Ce comportement
est attendu et confirme ici la très bonne qualité des séquences brutes. Ce constat est
confirmé par la médiane des Phred scores qui est supérieurs à 28, et la fin des reads
ne comporte pas de scores inférieurs à 20. Néanmoins, sept échantillons présentent à
une position de 19 bp un Phred score égal à 10. Cette observation est confirmée par la
Figure A.19, détaillant la distribution des pourcentages d’utilisation de la base « N »
(any base) à chaque position et qui montre un fort appel au N pour sept échantillons
pour la base 19, suggérant un manque de qualité de séquençage pour cette position sur
les sept échantillons concernés. Néanmoins le score de qualité par séquence (Figure A.18),
montre que ces reads de mauvaise qualité à 19 bp représentent une partie négligeable de
l’échantillon. Les échantillons en question sont ceux identifiés comme problématiques par
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le compte de séquences. Après expertise manuelle de ces échantillons, nous avons choisi
de les supprimer. La distribution du contenu en adapteur (Figure A.22) montre qu’il
ne présente pas d’anomalie par rapport aux valeurs attendues si ce n’est pour les sept
échantillons déjà identifiés comme problématiques. Nous n’avons pas non plus remarqué
la présence de séquences sur-représentées au-delà des seuils acceptés dans la littérature
(Figure A.21). La distribution de la taille des reads après trimming est présentée en
Figure A.15. On peut observer la présence de pics essentiellement au début des reads,
puis à 120 bp et 140 bp ce qui est en conformité avec la longueur minimale des reads
fixés à 100 bp dans la sélection des échantillons. De même, on peut observer, dans les
distributions des longueurs de fragments alignés présentées en Figure A.14, une absence
de valeurs en dessous de100 bp. La longueur des fragments alignés montre ici une bonne
homogénéité de l’ensemble des échantillons alignés avec une majorité des reads alignés
dont la longueur est située entre 150 et 500 bp. Cette distribution est en adéquation
avec la distribution de la taille des transcrits primaire pour le transcriptome de référence
utilisé qui présente un premier quartile à 191 bp et un troisième quartile à 621 bp. La
qualité des échantillons a aussi été évaluée sur le contenu en GC moyen. L’ensemble des
distributions du contenu en GC est proposé en Figure A.20. La distribution du contenu
en GC est attendue comme suivant une loi normale. Ainsi on retrouve ici 58 échantillons
où une partie des reads ont des pourcentages moyens en GC légèrement élevé. Ceci ne
constitue pas un signal suffisant pour supprimer ces échantillons, mais constitue un point
de vigilance.

Malgré la grande similarité des séquences codantes des gènes ohnologues observée
précédemment par l’étude Ka/Ks, le nombre de lectures ambiguës lors de l’alignement est
resté minime avec une moyenne globale de 0,048 %. Seuls 596 gènes avaient une valeur
médiane supérieure à une lecture ambiguë dans toutes les expériences. Ce résultat montre
la fiabilité de Salmon qui malgré le haut degré de duplication du génome du pommier
permet d’obtenir un résultat d’alignement très fiable. De plus, le taux d’alignement des
expériences sur lesquelles l’analyse différentielle a été appliquée varie entre 72 % et 91 %
avec une médiane de 85 %. Ce résultat confirme la bonne qualité des données initiales
ainsi qu’une utilisation optimale des outils.

À partir de l’ensemble des résultats d’alignements calculé pour les 148 expériences
rassemblant un total de 444 séries de séquençages RNA-Seq nous avons cherché à dé-
terminer s’il existait des couples de gènes ohnologues différentiellement exprimés dans
certaines expériences à l’aide d’une analyse d’expression différentielle. Globalement, pour
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la somme de toutes les expériences, nous avons identifié 1 684 796 couples de gènes dif-
férentiellement exprimés parmi les 2 299 446 couples de gènes testés à travers l’ensemble
des 148 expériences. Parmi ceux-ci, 1 032 881 couples de gènes ohnologues présentent un
logFC (en valeur absolue) supérieur à 2. Ainsi, sur un total de 16 779 paires de gènes oh-
nologues, nous avons identifié une médiane de 11 469 (écart-type=1369) couples de gènes
ohnologues significativement (α < 5%) différentiellement exprimés par expérience dont
6691 (écart-type=401) avec un logFC supérieur à 2. Le nombre de gènes différentiellement
exprimés ne semble pas lié à des traitements ou des tissus particuliers.

6.3.3 Analyse des niveaux d’expression

Nous avons effectué une analyse du différentiel d’expression des gènes ohnologues sur
les 148 expériences (444 échantillons) RNA-Seq de haute qualité. Nous avons pu identifier
dans chacune des expériences de nombreuses paires de gènes ohnologues différentielle-
ment exprimés. Nous avons ensuite voulu tester si ces gènes différentiellement exprimés
étaient répartis aléatoirement ou non. Nous avons ainsi vérifié si la présence de gènes
différentiellement exprimés était équilibrée entre les paires de chromosomes ohnologues.

Pour tester un déséquilibre des niveaux d’expression des gènes ohnologues, nous avons
compté le nombre de gènes significativement surexprimés pour un chromosome (ou un
segment de chromosome) par rapport à son ohnologue dans chacune des 148 expériences
RNA-Seq considérées. Des tests de Wilcoxon ont été mis en œuvre pour comparer le
nombre de reads moyen entre les réplicats biologiques de tous les gènes différentielle-
ment exprimés sur chaque paire de chromosomes. Ces tests ont été menés sur chacune
des 148 expériences. Les p-values ont été agrégées à l’aide de la méthode de Fisher afin
d’obtenir un résultat unique pour chaque paire. Afin de tester si certaines conditions ex-
périmentales présentent des déséquilibres d’expression pour certaines paires de fragments
chromosomiques, nous avons agrégés, lors du test de Fisher, les expériences suivant leur
condition expérimentale au niveau deux de l’ontologie. La Figure A.29 présente ces ré-
sultats sous forme de carte thermique. On peut observer que globalement les résultats
pour les paires 1-7, 6-14, 8-15 et 2-15 présentent des résultats similaires à l’agrégation de
l’ensemble des expériences suggérant un déséquilibre transcriptionnel pour un ensemble
de tissus et/ou de conditions expérimentales. Pour les paires 13-16, 3-11 et 5-10, le dés-
équilibre est particulièrement marqué pour quelques conditions expérimentales, princi-
palement celles des stress abiotiques comme la lumière et des stress biotiques comme la
résistance à des pathogènes.
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La distribution du nombre de gènes surexprimés dans toutes les expériences est pré-
sentée dans la Figure 6.4. Cette figure montre que dans plusieurs cas, le nombre de gènes
surexprimés dans un chromosome ou un segment de chromosome est significativement
différent de celui de sa paire ohnologue. Toutes les paires exceptée la paire 9-17 sont si-
gnificativement déséquilibrées en ce qui concerne le nombre de gènes surexprimés dans
chacune des expériences. Le détail des p-values agrégées est présenté en Table 6.1. Ainsi, les
paires 1-7, 2-15, 3-11, 5-10, 6-14, 8-15 et 13-16 présentent un déséquilibre dans les niveaux
d’expression des gènes ohnologues analysés pour un ensemble de 148 expériences RNA-
Seq associées à une diversité de tissus et de conditions expérimentales. Le chromosome 1
est significativement plus souvent surexprimé par rapport à son fragment synténique sur
le chromosome 7 avec une médiane de gènes significativement surexprimés au travers des
148 expériences de 336 gènes pour le chromosome 1 contre 298 pour le chromosome 7.
Pour les paires 2-15, 3-11 et 6-14 c’est le premier fragment chromosomique (chromosome 2,
3 et 6) qui sont le plus souvent surexprimés par rapport à leur fragment synténiques. À
l’inverse, pour les paires 5-10, 8-15 et 13-16, c’est le second fragment chromosomique
synténique qui est dominant d’un point de vue de l’expression.

Table 6.1 – Résultats des tests de Wilcoxon agrégés à l’aide de la méthode de Fisher pour les paires
de fragments chromosomiques synténiques.

Couple p-value Wilcoxon

Médiane nombre
de gènes surexprimés
pour le premier
chromosome

Médiane nombre
de gènes surexprimés
pour le second
chromosome

08-15 2,2796 × 10−122 397 458
01-07 1,3405 × 10−75 336 298
06-14 2,2879 × 10−2 275 227
02-15 2,4565 × 10−24 360 335
03-11 4,4138 × 10−3 405 384
09-17 4,0946 × 10−1 399 380
13-16 7,2743 × 10−3 437 454
05-10 3,0120 × 10−7 453 484

Par ailleurs, nous avons aussi représenté sous la forme d’un histogramme (Figure 6.5)
le nombre de fois où, pour un couple de gènes ohnologues, un des gènes est surexprimé
par rapport à son ohnologue. On peut observer qu’un grand nombre de gènes sont surex-
primés par rapport à leur ohnologue dans de nombreuses expériences. Globalement, pour
l’ensemble des paires de chromosomes, un gène ohnologue est différentiellement exprimé
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Figure 6.4 – Diagrammes en boîte de la distribution du nombre de gènes surexprimés par rapport à son
ohnologue dans les 148 conditions pour les deux chromosomes dans chacune des paires d’ohnologues. L’axe
des y (Number of upregulated genes) constitue l’ensemble des valeurs du nombre de gènes surexprimés.
L’axe des x ( Ohnologous chromosome pairs indique les paires de chromosomes considérées. Le bas de
la boîte représente le premier quartile, le trait interne à la boîte présente la médiane de la distribution
et l’extrémité supérieure de la boîte présente le troisième quartile. La taille de la boîte représente l’écart
interquartile. La moustache inférieure présente le neuvième décile et la moustache présente quant à elle le
9e. Pour chaque paire de chromosomes (ou segments de chromosomes), les diagrammes en boîte indiquent
la distribution sur le premier chromosome de la paire (en vert) et la distribution sur le second chromosome
de la paire (en orange). *α < 5%
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en moyenne dans 48 expériences. Nous n’avons pas noté de différence significative de cette
moyenne selon les paires de chromosomes testés. De plus, certaines zones de quelques di-
zaines de couples de gènes semblent être associées à une surexpression d’un même chromo-
some par rapport à son ohnologue. Cette observation est visible en Figure 6.5, où certaines
présentent des régions où les couples de gènes sont significativement surexprimés sur le
même chromosome dans un grand nombre d’expériences. Ces zones d’intérêt pourraient
permettre une compréhension des mécanismes permettant ce déséquilibre transcriptionnel
entre les gènes ohnologues.

Pour finir, la Figure 6.5, présente deux lignes horizontales fixées sur la valeur de 125.
Elles permettent de visualiser les paires de gènes ohnologues qui présentent un déséquilibre
dans le même sens dans 85 % des cas. Ces gènes sont appelés ici des gènes non commu-
tants. Nous avons identifié une liste de 2247 paires de gènes non commutants dans lesquels
l’un des deux gènes est systématiquement surexprimé par rapport à son ohnologue. À l’in-
verse nous avons identifié 2011 paires de gènes qui sont différentiellement exprimés dans
moins de 20 expériences parmi les 148. 633 appartiennent à l’une des 8 principales paires.
Ainsi, sur la Figure 6.5 décrivant la paire 1-7, les couples de gènes dont l’une des barres
dépasse le seuil de 125 expériences dans le même sens sons désignés comme des gènes non
commutants. Leur répartition le long du chromosome suggère une distribution aléatoire
le long du chromosome. Les figures associées aux autres paires sont présentées en An-
nexe en Figure A.23 à A.28 et suggèrent un résultat similaire. Nous avons identifié 1387
paires de gènes non commutants appartenant aux 8 paires principales de fragments chro-
mosomiques synténiques. De plus, nous n’avons pas identifié de différences significatives
dans la proportion de gènes non commutants entre les différentes paires de chromosomes
ohnologues, à l’exception de la paire 8-15 et 9-17 (test de proportion z, α = 0.05).
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Figure 6.5 – Histogramme de la distribution du nombre de fois où un gène est sur exprimé par rapport
à son ohnologue. L’axe des abscisses (Gene couples présente l’ensemble des couples de gènes ordonnés
le long du chromosome 1 et associés au fragment synténique 1-7. L’axe des ordonnées (Upregulation)
présente le nombre de fois où ce couple a été identifié comme significativement différentiellement exprimé
au sein d’une expérience. Les valeurs positives, associées à une barre verte, représentent le nombre de
fois où c’est le gène associé au chromosome 1 qui a été identifié comme significativement surexprimé par
rapport à son ohnologue sur le chromosome 7. À l’inverse si la valeur est négative, associée à une barre
orange, c’est le gène associé au chromosome 7 qui a été identifié comme significativement surexprimé
par rapport à son ohnologue sur le chromosome 1. Les traits horizontaux noirs représentent le seuil de
125 expériences utilisé pour définir les gènes non commutants.
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6.4 Discussion

Dans ce chapitre a été détaillée une analyse de l’expression différentielle des gènes
ohnologues chez le pommier. Cette analyse a été menée à grande échelle en prenant en
compte un maximum de données de la meilleure qualité possible. Elle vise à identifier
à l’aide d’un ensemble d’analyses d’expression différentielle entre les gènes ohnologues
au sein de la même condition si certains couples de gènes ohnologues sont différentielle-
ment exprimés. Dans le cas de couples différentiellement exprimés, nous avons cherché si
globalement leur répartition était balancée entre les paires de chromosomes ohnologues.

6.4.1 Récupération des données de séquençage RNA-Seq

Nous avons récupéré 755 séries de séquençages RNA-Seq pairés soit 1510 fichiers de
données brutes passant les critères de qualité fixés. Nous avons donc pu récupérer un
nombre important d’expériences avec la plus grande diversité de traitements et de tissus
possible. Après alignements des fichiers bruts, un filtre sur le pourcentage d’alignement a
été mis en place pour garder les résultats les plus fiables possibles en termes d’alignement.
Ainsi, les expériences conservées pour l’ensemble de l’analyse sont principalement liées à
des traits et des variétés d’importance agroéconomique. Les conditions testées présentent
une majorité de conditions associées à des stress abiotiques et au développement du fruit.
De même, la majorité des tissus examinés sont originaires de fruits. Du point de vue
des variétés, les trois cultivars les plus représentés sont issus de variétés avec un fort
intérêt économique. De plus, ces trois variétés constituent des variétés proches de Golden
Delicious dont le transcriptome de référence est issu, ce qui en principe favorise de hauts
pourcentages d’alignements. Le filtre sur le pourcentage de mapping a ainsi pu retirer
une partie des variétés et/ou espèces de Malus plus éloignées de Golden delicious. Les
expériences analysées ne représentent donc pas totalement toute la diversité génétique du
pommier que ce soit en termes de traits, de tissus et de variétés étudiées. Néanmoins,
les traits et cultivars étudiés sont en adéquation avec les traits étudiés lors de l’analyse
QTL et n’introduisent donc pas de biais qui serait lié à l’étude de traitements ou de
cultivars particuliers. De plus, cette étude est la plus exhaustive possible et rassemble
l’ensemble des données de haute qualité présentes sur les bases de données publiques à la
date du 9 août 2021. L’importance du jeu de données collecté dans cette étude permet
d’obtenir une puissance statistique très importante et permet d’étudier des mécanismes
généraux et à grande échelle. De plus, des espèces comme le coton ou le blé présentent des
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dominances sous génomiques qui dépendent des tissus et/ou des traitements. Ces diversités
d’expériences permettent d’étudier si de telles observations pourraient être faites chez le
pommier.

Les données transcriptomiques disponibles sur les bases de données publiques sont
en pleine explosion. La production d’un transcriptome de référence de qualité ainsi que
l’abaissement des coûts de séquençage sont à l’origine d’une importante hausse de la
production de séquençages RNA-Seq. Ainsi, entre le premier téléchargement de données
et le second, près de trois mois, sont passés. Ces trois mois de délais ont permis l’obtention
de 150 échantillons supplémentaires passant les critères de qualité fixés. Ce pipeline, pensé
pour être réutilisable, pourrait ainsi permettre d’à plusieurs reprises augmenter la taille du
jeu de données disponibles afin d’augmenter la diversité des expériences, améliorant ainsi
le résultat de cette analyse, mais aussi ouvrant la porte à des analyses supplémentaires.
Ainsi il conviendrait de pouvoir relancer ces pipelines fréquemment afin de vérifier si
de nouveaux éléments pourraient être identifiés. Le fait que les différentes étapes soient
empaquetées dans un pipeline Snakemake ainsi que les différentes routines d’historisation
des exécutions permettent d’archiver facilement les différentes exécutions et ainsi garder
une traçabilité des différentes expériences ajoutées ainsi que leur effet sur les résultats.
Néanmoins l’archivage d’un tel jeu de données nécessite un investissement important. Pour
terminer, la construction d’une ontologie et la réannotation manuelle des métadonnées
associées ont offert une annotation fiable des expériences. Ceci permet de tester avec
fiabilité si certains tissus ou traitements présentaient des anomalies parmi le jeu de données
analysé. Pour finir, ce jeu de données ainsi que la réannotation manuelle des métadonnées
a été archivé et pourrait être une source de données importantes pour de futures analyses
sur la transcription chez le pommier.

6.4.2 Traitement des données brutes, comptages et analyse dif-
férentielle

Après annotations des métadonnées associées et alignement, nous avons pu filtrer
les fichiers suivants des critères de qualité de la donnée brute, de l’alignement et de la
qualité de l’annotation. Étant donné la masse importante de données disponibles, les
filtres ont été relativement stringent afin de ne conserver que les données de la meilleure
qualité avec une information fiable. L’évaluation manuelle des rapports de qualité agrégés
par MultiQC suggère des données de bonne qualité limitant des biais liés aux données
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brutes et confirmant que les filtres mis en place ont permis la sélection des meilleures
données possibles. Nous n’avons pas mis en évidence de données contaminées ou avec
des problèmes techniques divers qui auraient été conservées dans le jeu de données final.
C’est pourquoi l’alignement de reads, présente un ensemble de résultats de bonne qualité.
Les taux d’alignement sont satisfaisants, de plus, les taux d’alignement ambigüs sont bas
malgré la similarité des séquences ohnologues au niveau protéique, ce qui constitue un
élément rassurant sur la qualité et l’interprétation des résultats.

Le nombre médian important de gènes significativement différentiellement exprimés
pour chacune des expériences 11 469 (écart-type=1369) (68 %) sans filtre sur le logFC
6691 (écart-type=401) (40 %) avec un filtre sur les logFC supérieur à 2 indique des diffé-
rences de niveau d’expression des gènes ohnologues importante. Cette différence constitue
un résultat inattendu. En effet, l’analyse différentielle a été effectuée sur les gènes ohno-
logues au sein de la même condition expérimentale. L’attendu serait donc plutôt des gènes
différentiellement exprimés à la marge, puisque ceux-ci codent pour les mêmes protéines.
Or le nombre médian de gènes significativement différentiellement exprimés au travers
des 148 expériences est de 11 469 gènes, ce qui suggère que la plupart des couples de
gènes ohnologues sont significativement différentiellement exprimés dans l’ensemble des
conditions analysées.

Des résultats similaires ont été observés chez différentes espèces avec des WGD ré-
centes. Ainsi, un certain nombre de gènes différentiellement exprimés ont été retrouvés
chez le maïs (J. C. Schnable et al., 2011). Un gène était considéré comme différentiellement
exprimé si son RPKM était plus grand que son ohnologue. Des filtres supplémentaires de
type horse race rule ou two-fold rule ont aussi été mis en place. En testant sur 4 échan-
tillons RNA-Seq de faibles qualités, des ratios autour de 60 % de gènes ohnologues ont été
considérés comme différentiellement exprimés par rapport à leurs ohnologues. De même,
chez B. rapa, autour de 50 % des gènes ohnologues ont été identifiés comme différentielle-
ment exprimés (Cheng et al., 2016 ; Woodhouse et al., 2014). Ces différences d’expression
sont bien retrouvées entre les trois tissus testés (racine, feuille et tige). Néanmoins comme
pour le maïs, ce résultat est moins fiable que celui présenté dans ce chapitre, car la déter-
mination des couples différentiellement exprimés a été réalisée seulement sur le logFC et
n’a pas intégré une analyse différentielle à proprement parler qui intègre une validation
statistique des différences d’expression en tenant notamment en compte le bruit de fond
et en appliquant un certain nombre de corrections. De même l’analyse a été menée sur un
ensemble réduit de 3 expériences associées à trois tissus avec des qualités de séquençage
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moindres c’est à dire avec des reads brutes single-end et une longueur minimum de 36 bp.
Un constat similaire est fait chez le saule (Harikrishnan et al., 2015), avec des proportions
de gènes différentiellement exprimés similaires, 76 % avec la horse race rule et 40 % pour
la two-fold rules.

6.4.3 Analyse des niveaux d’expression

Les 148 analyses différentielles menées sur les couples de gènes ohnologues au sein de la
même condition ont mis en évidence un grand nombre de gènes ohnologues différentielle-
ment exprimés. De plus, nous avons pu mettre en évidence que les gènes différentiellement
exprimés ne paraissent pas être répartis au hasard entre les paires de chromosomes oh-
nologues. Ainsi, il semble exister un déséquilibre dans les niveaux d’expression des gènes
ohnologues à l’échelle des fragments de chromosomes. Ce déséquilibre a été observé à
l’échelle des 148 expériences, mais aussi lors de l’agrégation des expériences selon les
conditions expérimentales. Globalement, les paires 1-7, 2-15, 3-11, 5-10, 6-14, 8-15 et 13-
16 sont significativement déséquilibrées. Le sens du déséquilibre est dans le même sens
que le déséquilibre observé au niveau des QTLs pour les paires 1-7, 2-15 et 3-11. Les
déséquilibres sont dans le sens inverse pour la paire 6-14.

La forte prévalence de couples de gènes ohnologues différentiellement exprimés, ainsi
que l’impact biologique important d’un tel déséquilibre, suggère que ce mécanisme revêt
une importance fonctionnelle clé. Dès lors, on peut supposer que les couples de gènes
différentiellement exprimés sont néofonctionnalisés et/ou sous-fonctionnalisés en suivant
le modèle Duplication-Degeneration-Complementation (DDC) (Force et al., 1999). L’an-
notation fonctionnelle des gènes ancestraux de l’ancêtre du pommier pré-WGD n’étant
pas connue, il sera difficile de faire la part entre les gènes néo-fonctionnalisés et sous
fonctionnalisés. L’absence de différences de Ka/Ks entre les gènes ohnologues suggère un
découplage entre les mécanismes associés à l’expression des gènes et la divergence des sé-
quences codantes des gènes ohnologues. Ceci suggère que les substitutions (synonymes et
non synonymes) des séquences codantes ont peu d’impact sur la différence d’expression,
suggérant que des modifications des régions régulatrices des gènes ohnologues jouent un
rôle dans l’expression différentielle des gènes ohnologues. Des phénomènes de différences
d’expression résultant de la sous-fonctionnalisation et/ou de la néofonctionnalisation a
déjà été observée chez diverses espèces végétales, par exemple chez le coton (Gossypium
raimondii) (Renny-Byfield et al., 2014), le maïs (T. E. Hughes et al., 2014), A. tha-
liana (Duarte et al., 2006 ; Hou et al., 2018) ou le saule (Harikrishnan et al., 2015). Il
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est à noter que ce déséquilibre transcriptionnel n’a pas été observé chez le poirier qui a
probablement subit la même WGD ancestrale que le pommier (Q. Li et al., 2019). Cette
observation suggère que les modifications de la régulation des gènes ohnologues ont eu
lieu après la WGD.

Par ailleurs, nous avons identifié un ensemble de 2287 couples de gènes au comporte-
ment particulier. En effet, pour ces couples de gènes l’un des gènes est systématiquement
surexprimé par rapport à son ohnologue et ceci quelle que soit la condition ou le tissu
considéré sur un total de 148 études différentielles. Pour la plupart des couples de gènes,
les deux gènes du couple sont bien exprimés, mais l’un l’est systématiquement (dans les
148 expériences) plus que l’autre. Ce phénomène de gènes non commutants n’a pas été
retrouvé dans d’autres analyses et constitue un sujet qu’il conviendrait d’étudier plus en
détail.

6.5 Conclusion

Dans cette analyse, nous avons pu récupérer et analyser 148 conditions de RNA-Seq
de haute qualité avec 3 réplicats biologiques. Ces données représentent une diversité im-
portante de variétés de pommiers et de traitements et représentent de façon exhaustive
les données RNA-Seq associées au pommier à la date de l’étude. Après traitements et
alignements des fichiers bruts, nous avons pu mettre en place des analyses d’expression
différentielles des gènes ohnologues au sein de chacune des 148 conditions. De nombreux
gènes ohnologues ont été identifiés comme significativement différentiellement exprimés
dans les différentes conditions testées. Ces différences de niveaux d’expressions sont proba-
blement liées à une régulation différente des gènes ohnologues. Après analyses statistiques,
nous avons pu mettre en évidence que les paires sont significativement différentes sur le
plan du nombre de gènes surexprimés à travers l’ensemble des expériences. Ce résultat
pourrait expliquer, au moins en partie, le déséquilibre de QTL observé.
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Chapitre 7

ANALYSE DES ÉLÉMENTS

TRANSPOSABLES DES GÈNES

OHNOLOGUES

7.1 Introduction

Les ET sont définis comme des éléments génétiques mobiles et moyennement répétés
présents dans les génomes. Ils composent une partie importante des génomes d’eucaryotes,
et particulièrement pour les génomes de plantes. Les ET constituent en effet une partie
importante du génome des plantes et ont par ailleurs été identifiés pour la première fois
chez le maïs (McClintock, 1950). Les ET sont un constituant majeur des génomes et en
particulier des génomes de plantes, par exemple 85 % du génome du maïs est constitués
d’ET (Jiao et al., 2017 ; P. S. Schnable et al., 2009).

Avec l’avènement des technologies de séquençage à haut débit, de nombreuses plantes
ont été séquencées ces dernières années. La diversité des génomes de plantes terrestres
est considérable et présente des niveaux de ploïdie, d’hétérozygotie et de taille du génome
différentes. Ainsi, des plantes terrestres présentant des tailles de génome allant de 65 Mb
pour Genlisea tuberosa à 149 Gb pour Paris japonica ont été séquencées. Les ET sont des
acteurs majeurs de cette diversité, en permettant une variation de la taille du génome
et des taux de recombinaison. En effet, les ET, y compris lorsque ceux-ci sont inactivés
vont permettre la génération de régions homologues dispersées dans le génome par des ET
issus des même familles. Les familles d’ET représentent les séquences d’ET issues les unes
des autres par transposition (Britten & Kohne, 1968). De cette origine résulte le fait que
ce sont des séquences très similaires entre elles, même après inactivation. La construction
des familles est le plus souvent basée sur la règle des 80-80-80 (Wicker et al., 2007). Cette
règle implique de garder les ET qui ont : au moins 80 % d’identité avec la cible, 80 % de
couverture de la cible et un minimum de 80 bases (Wicker et al., 2007). Ces régions vont
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permettre d’augmenter localement les taux de recombinaison (Bennetzen & Wang, 2014 ;
Deininger et al., 2003). Chez les plantes, de nombreuses familles d’ET ont été identifiées.
La proportion d’ET est très diverse allant de 3 % dans le génome de Utricularia gibba
(Ibarra-Laclette et al., 2013) à 80 % chez le blé (Gardiner et al., 2019) et près de 85 % du
génome pour le maïs (Stitzer et al., 2021).

Les ET sont impliqués dans un grand nombre de mécanismes génétiques. Par ailleurs,
différentes classes d’ET existent portant chacune des propriétés différentes. La classifi-
cation des ET a été longtemps débattue et continue d’être sujette à modification. La
classification de Wicker (Wicker et al., 2007) est l’une des plus abouties et reconnue à ce
jour. Elle se présente sous la forme de deux grandes classes d’ET dont la nomenclature
se base sur le mécanisme de transposition. Les éléments de classes I rassemblent les ré-
trotransposons. Cette classe d’ET se transpose par un processus de « copier-coller » par
lequel un intermédiaire d’ARN est rétrotranscrit en une copie d’ADN complémentaire qui
est incorporée ailleurs dans le génome (Boeke et al., 1985). Les ET de classe I sont ensuite
subdivisés en sous-classes en se basant sur le mécanisme d’intégration dans le génome.
Pour les ET de classe I on retrouve les rétrotransposons à longue répétition terminale
(Long Terminal Repeat (LTR)) qui s’intègrent dans le génome de la même façon que les
rétrovirus, par clivage et transfert du brin. Ce processus est catalysé par l’intermédiaire
d’une integrase (Brown et al., 1987). Les ET de classe I rassemblent aussi les rétrotranspo-
sons sans LTR qui s’intègrent par transcription inverse via un mécanisme de transcription
inverse amorcée par la cible (target-primed reverse transcription) (Luan et al., 1993).

La classe II regroupe des ET appelés transposons à ADN, qui se transposent par
« couper-coller » (Greenblatt & Alexander Brink, 1963). Deux sous-classes sont princi-
palement connues, les Helitrons s’intégrant dans le génome à l’aide d’un intermédiaire
d’ADN circulaire (Grabundzija et al., 2016) et les Terminal Inverted Repeat (TIR) agis-
sant à l’aide d’un intermédiaire ADN non circulaire (Greenblatt & Alexander Brink, 1963).

Chaque sous-classe d’ET est divisée en superfamilles. Chez les ET de classes I, les
rétrotransposons LTR sont subdivisés en différentes superfamilles, les deux plus communes
étant les Ty3/gypsy et Ty1/copia qui sont retrouvés chez l’ensemble des eucaryotes (Malik
& Eickbush, 2001). Pour les rétrotransposons sans LTR, ils comprennent les éléments
nucléaires intercalés longs, les Long Interspersed Nuclear Element (LINE) (Singer, 1982)
et courts, les Short Interspersed Nuclear Element (SINE) (Singer, 1982).

Pour les ET de classe II, les Helitrons n’ont pas été découpés en superfamille. Quant
aux ET s’intégrant via un intermédiaire ADN, ils sont découpés en deux superfamilles :
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hAT et mariner. La classification de Wicker présente un niveau de granularité inférieur
appelé famille qui se base sur la phylogénie, et groupe les ET qui ont un ancêtre commun
unique. Ce niveau est encore sujet à des évolutions majeures et ne représentait pas d’intérêt
pour l’étude menée ici. De plus, l’annotation de génome utilisée est très lacunaire pour le
niveau famille.

Une annotation des ET a été réalisée pour le génome de GDDH13 1.1 (Daccord et al.,
2017). Pour ce faire, les séquences consensus des ET ont été construites avec TEdenovo
du package REPET (Flutre et al., 2011). Pour affiner cette annotation, deux itérations
du pipeline TEannot du package REPET ont été utilisées. Les ET identifiés représentent
374,2 Mb, ce qui correspond à 59,5 % de l’assemblage final de GDDH13.

Les ET jouent un rôle majeur lors de la polyploïdisation et des duplications par WGD.
Ainsi, il a été observé que le nombre de copies d’ET est plus élevé chez les polyploïdes
que chez leurs espèces diploïdes apparentées (Casacuberta & González, 2013 ; Wendel,
2015). C’est le cas pour l’allopolyploïde N. tabacum et ses géniteurs diploïdes Nicotiana
sylvestris et Nicotiana tomentosiformis où le rétrotransposon Tnt1 existe en plus de copies
chez le polyploïde et l’allotétraploïde (Petit et al., 2010). Un constat similaire est fait
chez Triticum aestivum avec la famille Alu de type SINE non autonome (Ben-David
et al., 2013). L’abondance d’insertions d’ET postWGD a été expliquée par différentes
hypothèses.

Tout d’abord, l’hypothèse de choc génomique (McClintock, 1984). Cette explosion du
nombre d’ET causée par des transpositions induites par des instabilités génomiques liées
au doublement du génome et en particulier une levée de la répression épigénétique liée
aux méthylations des ET (Parisod et al., 2009 ; Springer et al., 2016). Des observations
soutenant cette hypothèse ont été faite dans de nombreuses espèces allopolyploïdes comme
le tabac (Petit et al., 2010) ou B. napus (Sarilar et al., 2013). Néanmoins, d’autres hypo-
thèses peuvent expliquer l’accumulation d’ET postWGD et en particulier l’hypothèse de
la redondance (Matzke & Matzke, 1998).

Cette hypothèse repose sur le fait que les espèces dupliquées par WGD connaissent
une réduction de la pression sélective, due à une redondance des gènes, ce qui permet un
masquage polysomique. Ainsi les mutations délétères liées à l’insertion d’ET, sont moins
sélectionnées négativement et peuvent s’accumuler plus librement. Cette hypothèse est
soutenue par des observations chez des plantes autopolyploïdes comme Arabidopsis are-
nosa (Baduel et al., 2019). Cette observation suggère que la duplication du génome à elle
seule, lorsqu’elle n’est pas couplée à l’hybridation comme c’est le cas chez les allopoly-
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ploïdes, ne suffit pas à déclencher de choc génomique suffisant pour mettre en place les
mécanismes de rafales de transpositions (Parisod & Senerchia, 2012). Pour finir, l’hypo-
thèse du goulot d’étranglement (Lynch, 2007) suggère que la formation de polyploïdes
implique en général une réduction importante de la taille effective de la population, ce
qui peut favoriser la fixation d’insertions neutres ou peu délétères d’ET, par des effets
stochastiques. Ces hypothèses coexistent et sont soutenues par différentes observations.
Ainsi, chez B. rapa, une hausse importante d’activité des ET a été observée lors de l’allo-
polyploïdisation entre B. rapa et Brassica oleracea (An et al., 2014) et soutient l’hypothèse
d’explosions d’ET. Chez l’allotétraploïde C. bursa-pastoris, il a été observé une augmenta-
tion de l’abondance des ET dans les régions géniques, liées à une sélection relâchée (Ågren
et al., 2016). Ces hypothèses diffèrent par les mécanismes mis en jeu, mais aboutissent à
un résultat relativement similaire et diffèrent par la vitesse d’accumulation des ET.

Cette accumulation d’ET va jouer un rôle prépondérant dans la diploïdisation qui va
induire des pertes de gènes, des mutations génétiques et une restructuration du génome.
Ces mécanismes ont été constatés chez différentes espèces dupliquées comme le tabac (Lim
et al., 2007) et le maïs (Bruggmann et al., 2006). Pendant la diploïdisation, il est possible
que l’un des génomes parentaux perde plus de gènes que l’autre. Ce phénomène de biais de
fractionnement a été observé chez de nombreuses espèces et notamment le tabac (Renny-
Byfield et al., 2011), Arabidopsis (Freeling & Thomas, 2006), le maïs (Woodhouse et
al., 2010) et M. domestica dont le biais de fractionnement a été mis en évidence au
cours de cette thèse. Ce phénomène peut être expliqué, au moins en partie, par le biais
des insertions d’ET lors de la comparaison des sous-génomes. En effet, il a été proposé
qu’un contenu différent en ET entre les deux génomes parentaux puisse conduire à la
dominance, et à la rétention préférentielle des gènes, du génome ayant la plus faible
charge en ET (Woodhouse et al., 2014). De plus les ET ont été associés à l’origine de
la production de nouveaux allèles qui pourraient permettre une évolution par une sous-
fonctionnalisation ou une néofonctionnalisation. Ainsi, chez B. napus, l’insertion d’un
élément Helitrons non autonome dans le promoteur du gène déterminant le mâle de l’auto-
incompatibilité BnSP11-1 permettant à B. napus d’être autocompatible, a eu un grand
impact sur la reproduction de l’espèce (Gao et al., 2016). De plus, différents événements de
recombinaison impliquant des ET ont entraîné la délétion du locus qui contrôle la dureté
du grain, dans différents sous-génomes de diverses espèces de blé polyploïdes (Chantret
et al., 2005).

Des biais d’expression entre les sous-génomes de certains allopolyploïdes ont été obser-
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vés dans différentes espèces ayant eu des WGD récentes. Les biais d’expression entre les
sous-génomes ont été reliés dans la littérature à différents mécanismes et notamment aux
ET (C. M. Vicient & Casacuberta, 2017). Ainsi, il a été observé que le sous-génome pré-
sentant des proportions d’ET les plus importante était le sous génome dominé du point de
vue de l’expression des gènes (Freeling et al., 2012 ; C. M. Vicient & Casacuberta, 2017).
Ainsi, il a été proposé que les sous-génomes sous-fractionnés et surexprimés sont corrélés
à une densité en ET plus faible (Woodhouse et al., 2014). De plus, chez B. rapa et A.
thaliana (Thomas et al., 2006), les auteurs ont signalé que les siRNAs ciblent la région en
amont des gènes située préférentiellement dans le sous-génome sous-régulé (Woodhouse
et al., 2014). Cette hybridation en amont des séquences des gènes peut provoquer une
augmentation du niveau de méthylation, et ainsi modifier le niveau d’expression de la
séquence. Par ailleurs les siRNAs peuvent s’hybrider aux ARN messagers via le complexe
RNA-Induced Silencing Complex (RISC), et provoquer leur dégradation, ce qui entraîne
une baisse du niveau d’expression du gène.

De plus, les ET peuvent influencer l’expression des gènes voisins par des effets épigéné-
tiques. En effet, les ET sont la cible principale des mécanismes de répression génique qui
maintiennent leur activité sous un seuil pour éviter de compromettre la viabilité du gé-
nome. En conséquence, les ET sont généralement fortement méthylés et sont associés à des
marques épigénétiques hétérochromatiques (Freeling et al., 2012 ; Ito & Kakutani, 2014 ;
West et al., 2014). En effet, l’insertion d’un ET à proximité d’un gène peut générer des
marques épigénétiques dans son voisinage et modifier son niveau de transcription (Contre-
ras et al., 2015). Ce mécanisme a été observé chez A. thaliana avec le gène régulateur de la
floraison FWA (Kinoshita et al., 2007). Pour finir, les ET sont à l’origine de beaucoup de
microRNA (miRNAs) (Y. Li et al., 2011 ; Piriyapongsa & Jordan, 2008), des répresseurs
importants de l’expression des gènes.
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7.2 Matériel et méthode

Les ET ont été associés à la dominance du sous-génome dans différentes études (Free-
ling et al., 2012 ; Woodhouse et al., 2014). Afin de tester cette hypothèse pour le génome
du pommier, un pipeline clé en main a été écrit sur la base d’une méthode précédem-
ment décrite (Correa et al., 2021). Ce pipeline est accessible à l’aide du lien suivant :
https://forgemia.inra.fr/tanguy.lallemand/te_analysis. Les ET annotés prédits via RE-
PET (Flutre et al., 2011 ; Quesneville et al., 2005) pour le génome de GDDH13 1.1 ont
été filtrés en utilisant la règle 80-80-80. Les séquences annotées en partie comme un ET
ont aussi été supprimées. A l’aide de l’annotation des gènes, des régions introniques et
exoniques ainsi que celles des ET, une base de données SQL a été construite et interrogée
via gffutils. Le pipeline identifie tous les ET filtrés de qualité associés à chaque gène dans
les 2 kb en amont et en aval de la séquence du gène ainsi que dans les introns (excluant
ainsi les ET exoniques). La densité, la couverture et le nombre d’ET associés à chacun
des gènes ohnologues sont ensuite compilés. Cette méthode définit la densité des ET selon
l’équation 7.1 et la couverture des ET selon l’équation 7.2.

Dg = N

Lg + (2 × Lf ) − Lexonic − LTEintronic−LTEflanking

(7.1)

Cg = LTEintronic + LTEflanking

Lg + (2 × Lf ) − Lexonic
× 102 (7.2)

Où sont définis,

N le nombre d’ET

Lg la taille du gène

Lf la taille des régions flanquantes (2 kb)

Lexonique la taille des régions exoniques du gène considéré

LT Eintronique la taille des ET chevauchant les régions introniques

LT Eflanking la taille des ET chevauchant les régions flanquantes en amont et
aval des gènes

Ces valeurs ont ensuite été comparées à l’aide d’un test de Wilcoxon. Les gènes ont
été regroupés selon leur valeur de couverture et de densité à l’aide de différentes méthodes
de clustering et notamment la méthode de k-medoid, DBSCAN et mini-k-batch.
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7.3 Résultats

Pour évaluer plus avant si un déséquilibre entre les blocs synténiques pouvait être
détecté dans le génome de la pomme, nous avons étudié la distribution des ET au sein
du génome du pommier. Pour le génome GDDH13 v1.1, 469 607 ET ont été identifiés.
Nous avons associé 265 973 ET à des régions intergéniques, c’est-à-dire non associées à un
gène. Nous avons identifié 203 634 associés à des gènes (ohnologues ou non dupliqués par
WGD) ou à leur environnement (2 kb en amont ou en aval des gènes).

7.3.1 Comparaison de l’environnement en ET des régions gé-
niques et intergéniques

Les ET sont annotés et associés à une classe, sous-classe, superfamille et famille d’ET.
La Figure 7.1, montre les divers comptages d’ET dans les différentes classes, sous-classes
et superfamilles en différenciant les régions intergéniques et géniques. À propos des classes
d’ET identifiés au sein de GDDH13, les régions intergéniques présentent significativement
plus d’ET de classe I (128 387 contre 65 829, test du χ2, seuil α = 10−5) que les régions
comportant un gène. Le nombre d’ET non annotés et d’ET de classe II est similaire entre
les deux groupes. Au niveau de la sous-classe, les proportions d’ET entre les régions in-
tergéniques et géniques sont significativement déséquilibrées (test du χ2, seuil α = 10−5),
en particulier en termes de LTR, une sous-classe d’ET de classe I. Au niveau des super-
familles, des différences significatives (test du χ2, seuil α = 10−5) ont été observées au
niveau des ET appartenant à la sous-classe des LTR. Plus précisément il s’agit d’ET as-
sociés aux gypsy (78 309 ET associés aux régions intergéniques contre 31 858 associés aux
gènes) et copia (28 185 contre 13 017). Les ET LINE et SINE sont présents en plus grandes
proportions chez les gènes que dans les régions intergéniques. Ainsi nous avons identifié
que les régions intergéniques et géniques avaient des proportions d’ET significativement
différentes. Les régions intergéniques présentant des proportions plus importantes d’ET
de classe I. Afin d’identifier de possibles modifications des régions régulatrices pouvant
expliquer les déséquilibres de QTL et d’expression observées dans les chapitres précédents,
l’étude d’ET porte sur les ET associés aux régions géniques.
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(A) Répartition des classes des ET reliés aux gènes
ou aux régions intergéniques. Une différence signi-
ficative du nombre d’ET de Classe I associés aux
régions intergéniques est retrouvée.
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(B) Répartition des familles des ET associés aux
gènes ou aux régions intergéniques. Une différence
significative du nombre d’ET de LTR associés aux
régions intergéniques est retrouvée.
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(C) Répartition des groupes des ET associés aux gènes ou aux régions intergéniques. Une différence
significative du nombre d’ET de gypsy et copia associés aux régions intergéniques est retrouvée.

Figure 7.1 – Distribution des proportions des ET associés aux régions intergéniques (en vert) et
géniques (en orange) au sein des différentes classes (Figure 7.1A), familles (Figure 7.1B) et sous-familles
(Figure 7.1C). L’axe des ordonnées présente le nombre d’ET associés à la catégorie. L’axe des abscisses
présente les différentes catégories. Une différence significative de nombre d’ET de classe I intergéniques
est retrouvée.
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7.3.2 Comparaison de l’environnement en ET des gènes ohno-
logues et des non dupliqués par WGD

Nous avons identifié 203 634 ET associés à des gènes au sein du génome du pommier.
Parmi eux 109 069 ET sont associés aux exons de gènes ohnologues et à leur environnement
génomique (2 kb en amont et en aval des gènes) et 150 927 ET sont associés aux gènes
non dupliqués par WGD et à leur environnement génomique. La distribution du nombre
d’ET associé a chacun des groupes de gènes analysés, c’est-à-dire les gènes pour lesquels
nous n’avons pas identifié d’ohnologues dans le génome rassemblant les singletons et le
groupe contenant les gènes ohnologues est présentée en Figure 7.2A. Les distributions du
nombre d’ET entre les gènes non dupliqués et les gènes ohnologues ont été testées via le
test de rang de Mann-Whitney U. Globalement nous n’avons pas identifié de différences
avec des médianes à 5 ET par gènes pour les deux groupes. À l’échelle des chromosomes,
nous avons identifié une différence significative (α = 10−5) pour les chromosomes 1, 2,
4, 5, 10 et 15. Néanmoins, on peut observer une différence significative (tests de rang
de Mann-Whitney U, α = 10−5) de couverture en ET entre les deux groupes avec une
médiane de couverture d’ET pour les gènes non dupliqués par WGD de 0,40 et 0,24 pour
les gènes ohnologues.

En regardant à l’échelle des chromosomes en utilisant des tests de rang de Mann-
Whitney U, pour l’ensemble des chromosomes on observe une différence significative en
termes de distribution des ET entre les deux groupes de gènes. Les distributions de la
couverture en ET pour les 17 chromosomes du pommier pour le groupe des gènes non
dupliqués et celui des gènes ohnologues sont présentées en Figure 7.2B. Un résultat si-
milaire a été observé pour la densité des ET (Figure 7.2C) et la longueur d’ET (Figure
7.2A). L’ensemble des résultats des tests de rang de Mann-Whitney U est présenté dans
la Table 7.1. Ces résultats montrent que les gènes présents en une seule copie et les gènes
pour lesquels nous avons pu identifier un ohnologue présentent un nombre globalement
proche d’ET insérés. Néanmoins, les ET associés aux gènes non dupliqués sont en général
plus longs que ceux associés aux gènes ohnologues.

Nous avons comparé les proportions d’ET associés aux différentes classes, sous-classes
et superfamilles entre les gènes ohnologues et les gènes présents en une seule copie. La
Figure A.30 en annexe présente ces différentes proportions. Les proportions d’ET asso-
ciées aux classes (Figure A.30A) sont significativement différentes (test du χ2, seuil α =
5 %), les gènes présents en une seule copie étant associés à plus d’ET de Classe I et II,
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que ce soit globalement ou à l’échelle des chromosomes. La distribution des proportions
d’ET dans les différentes sous-classes (Figure A.30B) est aussi significativement différente,
particulièrement pour les ET de type TIR, Helitrons et LTR. Quant aux superfamilles
(Figure A.30C), leurs proportions sont significativement différentes (test du χ2, seuil α =
5 %), plus particulièrement pour les ET hAT, Helitrons, Gypsy et Copia.

Table 7.1 – Résultats des tests de rang de Mann-Whitney U pour la couverture en ET, la densité en
ET et le nombre ET et leur longueur entre les gènes ohnologues et les gènes non dupliqués.

Chromosome p-value
Couverture ET

p-value
Densité ET

p-value
Nombre ET

p-value
Longueur ET

1 1,52 × 10−87 5,50 × 10−28 2,78 × 10−7 6,70 × 10−55

2 1,33 × 10−91 2,11 × 10−30 3,14 × 10−9 6,99 × 10−59

3 1,26 × 10−76 3,67 × 10−21 7,86 × 10−2 7,34 × 10−38

4 7,06 × 10−51 1,25 × 10−20 4,73 × 10−12 7,10 × 10−37

5 3,23 × 10−99 2,25 × 10−42 1,01 × 10−9 4,30 × 10−55

6 2,98 × 10−60 4,17 × 10−18 2,32 × 10−4 1,73 × 10−37

7 1,96 × 10−80 2,76 × 10−18 9,26 × 10−4 1,40 × 10−48

8 1,23 × 10−52 1,65 × 10−9 4,96 × 10−1 9,51 × 10−28

9 2,22 × 10−62 4,93 × 10−19 9,19 × 10−3 2,51 × 10−32

10 5,95 × 10−88 1,33 × 10−34 4,15 × 10−8 1,22 × 10−50

11 9,89 × 10−63 8,17 × 10−17 1,65 × 10−1 2,06 × 10−30

12 1,39 × 10−48 7,31 × 10−16 8,94 × 10−2 4,73 × 10−24

13 4,02 × 10−77 2,87 × 10−21 2,32 × 10−4 2,37 × 10−47

14 5,08 × 10−61 6,10 × 10−18 8,77 × 10−3 1,72 × 10−31

15 5,79 × 10−88 3,16 × 10−38 8,05 × 10−12 7,09 × 10−54

16 4,46 × 10−73 2,36 × 10−24 3,85 × 10−4 3,36 × 10−40

17 4,85 × 10−66 6,16 × 10−20 3,58 × 10−3 1,12 × 10−35

7.3.3 Comparaison des types d’ET entre les fragments synté-
niques ohnologues

Les annotations des ET associés aux gènes ohnologues ont été étudiées. Leurs propor-
tions sont représentées sous la forme de trois diagrammes en secteurs en Figure 7.3. Le
premier diagramme représente les classes d’ET (Figure 7.3A). Les ET de classe II sont
majoritaires et représentent 40,4 % de tous les ET (68 832 ET), les ET de classe I repré-
sentent 27,7 % (47 203 ET), tandis que la dernière classe est constituée d’ET « inconnus »
et représente 31,9 % (54 378 ET). Les sous-classes sont présentées en Figure 7.3B. Elles
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(A) Distribution du nombre d’ET associé aux
gènes ohnologues (distribution orange) et les gènes
non dupliqués (distribution verte) par WGD.

(B) Distribution de la couverture en ET associés
aux gènes ohnologues (distribution orange) et les
gènes non dupliqués (distribution verte) par WGD.

(C) Distribution de la densité en ET associés aux gènes ohnologues (distribution orange) et les gènes
non dupliqués (distribution verte) par WGD.

Figure 7.2 – Diagrammes en boîte de la distribution du nombre d’ET et de la couverture en ET entre
les gènes non dupliqués et les gènes ohnologues pour chacun des chromosomes. L’axe des y représente
l’ensemble des valeurs du nombre d’ET ou la couverture en ET associés aux catégories de gènes. L’axe
des x indique les chromosomes considérées. Le bas de la boîte représente le premier quartile, le trait
interne à la boîte présente la médiane de la distribution et l’extrémité supérieur de la boîte présente le
troisième quartile. La taille de la boîte représente l’écart interquartile. La moustache inférieure présente le
neuvième percentile et la moustache présent quant à elle le 91e. Pour chaque chromosome, les diagrammes
en boîte indiquent la distribution pour les gènes non dupliqués (boîte verte) et la distribution pour les
gènes ohnologues (boîte orange). * tests de rang de Mann-Whitney U, α inférieur à 10 × 10−5
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sont principalement représentées par des ET TIR (classe II) et des LTR (classe I). Les
familles sont représentées en Figure 7.3C et sont composées en majorité par hAT (14,5 %,
classe II), gypsy (11,3 %, classe I), PIF-Harbinger (10,8 %, classe II) et SINE2/tRNA
(4,8 %, classe I). Les comptages exacts d’ET sont présentés dans la Table 7.2.

Table 7.2 – Proportion des annotations des ET associés aux gènes ohnologues

Classe ET Famille ET Groupe ET Nombre ET
ClassI LINE L1 2555
ClassI LINE RTE 4330
ClassI LTR Copia 6607
ClassI LTR ERV 52
ClassI LTR Gypsy 19 282
ClassI SINE SINE2/tRNA 8205
ClassII Helitron Helitron 2204
ClassII TIR CACTA 664
ClassII TIR MuDR 6293
ClassII TIR PIF-Harbinger 18 427
ClassII TIR hAT 2468

Les classes, sous-classes et superfamilles d’ET présentent de grandes différences dans le
fonctionnement notamment dans les modes de transpositions détaillés en introduction de
ce chapitre (Boeke et al., 1985 ; Brown et al., 1987 ; Greenblatt & Alexander Brink, 1963 ;
Luan et al., 1993). Ainsi, nous avons testé si les proportions d’ET associées à chacune des
familles étaient similaires à l’aide de tests de χ2. Au niveau des classes, les paires 9-17 et
8-15 sont significativement différentes. La paire 8-15 présente une proportion significative-
ment différente d’ET de classe I sur le chromosome 15 par rapport au chromosome 8. Pour
la paire 9-17, le chromosome 17 a significativement plus d’ET de classe II. Les paires 2-7
et 2-15 sont significativement différentes au niveau des sous-familles d’ET. Nous avons ob-
servé des proportions plus élevées de copia et de PIF-Harbinger pour le chromosome 2 par
rapport au chromosome 7. Pour la paire 2-15, le chromosome 2 a accumulé une proportion
significativement plus élevée de PIF-Harbinger que le chromosome 15.

7.3.4 Comparaison de l’environnement en ET entre les frag-
ments synténiques ohnologues

Nous avons comparé les environnements en ET des fragments synténiques. La moyenne
de la taille d’ET associés aux gènes ohnologues est de 572 bp avec un écart type de 1345 bp.
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(C) Répartition des sous-familles des ET associés aux gènes ohnologues

Figure 7.3 – Diagrammes circulaires de la répartition des classes (Figure 7.3A), familles (Figure 7.3B)
et sous-familles (Figure 7.3C) des ET associés aux gènes ohnologues. La notation " ?" correspond à des ET
pour lesquels aucune classification n’a été identifié. La couleur permet de différencier les secteurs associés
aux différentes méta-données. La taille des secteurs permet de représenter visuellement la proportion
d’expériences associées à cette métadonnée. Le pourcentage exact est ajouté dans chacun des secteurs.
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Figure 7.4 – Distribution de la taille des ET associés aux gènes ohnologues. L’axe des abscisses
présente la longueur de l’ET en nombre de bases et l’axe des ordonnées, le nombre d’ET associés à cette
longueur. La couleur est associée à la classe d’ET considérée.

La valeur minimale est de 81 bp ce qui correspond à notre filtre de la règle des 80, et le
ET le plus grand mesure 46 331 bp. La distribution de la taille des ET associés aux gènes
ohnologues en fonction de la classe des ET est présentée en Figure 7.4. Les ET de classe II
sont plutôt regroupés autour de la médiane de la distribution tandis que les ET de classe
I sont plutôt sur les extrêmes de la distribution.

Outre le mode de duplication des ET qui diffère, l’une des différences importantes est
la taille des ET de ces différentes familles. La visualisation de la distribution de la taille
des ET en fonction des sous-classes d’ET associés est présentée en Figure 7.5. Le détail
des valeurs décrivant la taille des ET est présenté en Table 7.3. Les ET appartenant à la
famille des LINE sont les plus grands ET retrouvés comme associés à des gènes ohnologues
avec une taille médiane de 331 bp. Viennent ensuite les ET appartenant au LTR (médiane
de 242 bp) puis TIR (182 bp), SINE (166 bp), Helitrons (149 bp). La taille de LTR présente
une médiane petite puisque la taille attendue est plutôt entre 250 et 500 bp ce qui suggère
qu’un certain nombre de LTR identifiés ont déjà divergé. Les ET non annotés en termes
de sous-classes présentent une taille médiane de 173 bp. Nous avons testé si la distribution
de la taille des ET entre les fragments synténiques ohnologues était similaire à l’aide de
tests de rang de Mann-Whitney U. Les résultats sont présentés en Table 7.4. On a identifié
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les paires 02-15, 06-14, 01-07 et 08-15 comme significativement différentes en termes de
distribution taille des ET associés à ces paires.

Pour la paire 2-15, le chromosome 15 présente les ET les plus longs avec une moyenne
de 633 bp contre 481 bp pour le chromosome 2. Pour la paire 8-15, c’est le chromosome 8
qui présente les ET les plus longs (moyenne de 609 bp contre 552 bp). Pour la paire 6-14,
le chromosome 14 présente les ET les plus longs (568 bp contre 545 bp). Concernant la
paire 1-7, c’est le chromosome 7 qui présente une moyenne de taille d’ET plus importante.
Ainsi, nous avons identifié un déséquilibre dans la taille des ET associés aux chromosomes.
Ce déséquilibre dans la taille des ET est probablement lié, au moins en partie, au déséqui-
libre de proportion des familles d’ET associées aux paires de fragments chromosomiques
synténiques.

Figure 7.5 – Boîtes à moustache représentants la distribution de la taille des ET en fonction des
sous-classes d’ET. L’axe des ordonnées présent les différentes de sous-classes de TEs considérés. L’axe
des abscisses présente la distribution de la longueur des TEs en nombre de bases. Le bas de la boîte
présente le premier quartile, le trait interne à la boîte présente la médiane de la distribution et l’extrémité
supérieur de la boîte présente le troisième quartile. La taille de la boîte représente l’écart interquartile.
La moustache inférieur présente le neuvième percentile et la moustache présent quant à elle le 91e.

Pour tester les différences d’ET dans les régions exoniques et l’environnement des gènes
ohnologues (2 kb en amont et en aval), nous avons testé les distributions de couverture
en ET (Équation 7.2) entre les gènes ohnologues pour les principales paires de fragments
de chromosomes synténiques en utilisant un test de Wilcoxon. Les résultats sont décrits
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Table 7.3 – Description de la taille des ET en fonction des différentes sous-classes associées aux gènes
ohnologues

Famille d’ET Nombre de ET Moyenne Écart type min 25 % 50 % 75 % max
? 70 915 418,26 1028,29 81 130 173 298 46 331
Helitron 2204 474,50 994,0055 81 107 149 447 15 826
LINE 6885 1759,91 2564,41 81 144 331 2370 21 135
LTR 32 113 1061,50 2060,82 81 144 242 784 36 412
SINE 8205 175,65 240,97 81 129 166 192 10 943
TIR 50 091 392,99 742,70 81 133 182 374 26 916

Table 7.4 – Résultats des tests de rang de Mann-Whitney U de la taille des ET entre les fragments
synténiques

couple p-value Mann
Whitney U

Taille moyenne
premier chromosome

Taille moyenne
second chromosome

02-15 <0,001 481 633
06-14 0,001 545 568
01-07 0,012 529 534
08-15 0,030 609 552
09-17 0,126 612 533
03-11 0,038 537 601
05-10 0,165 613 587
13-16 0,249 606 603
04-12 0,495 541 549
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sous forme de boîtes à moustaches en Figure 7.6. On peut observer que les paires 1-7,
2-15, 6-14 et 8-15 sont significativement déséquilibrées (α = 5 %) en termes de couverture
en ET. Pour la paire 1-7 on observe une accumulation plus importante d’ET dans le
fragment synténique associé au chromosome 7 avec une couverture médiane de 0,21 pour
le chromosome 1 contre 0,24 pour le chromosome 7. Pour la paire 2-15, c’est le chromosome
15 qui est enrichis en ET avec une médiane 0,22 contre 0,21 pour le chromosome 2. Pour la
paire 6-14, le chromosome 14 a accumulé plus d’ET avec une couverture d’ET de médiane
de 0,25 contre 0,22 pour le chromosome 14, et la paire 8-15 où le chromosome 8 présente
une médiane 0,26 contre 0,21 pour le chromosome 15. Des résultats similaires on été
observés pour la densité en ET.

En résumé, cette analyse nous a permis d’identifier un ensemble d’indicateurs liés aux
ET associés aux gènes ohnologues. Pour les paires 1-7, 2-15, 6-14 et 8-15, nous avons
pu montrer que la couverture et la densité en ET sont significativement différentes. Ce
biais semble lié aux ET dans leur ensemble plutôt qu’à une classe ou une sous-famille
particulière.
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Figure 7.6 – Box plot de la distribution de la couverture en ET pour chaque paire de chromosomes
ohnologues sur l’axe des x, les paires de chromosomes ohnologues considérées sont présentées. Le nombre
de paires de gènes est indiqué entre parenthèses. L’axe des y représente les valeurs de couverture en ET. Le
bas de la boîte présente le premier quartile, le trait interne à la boîte présente la médiane de la distribution,
le trait en pointillé la moyenne et l’extrémité supérieur de la boîte présente le troisième quartile. La taille
de la boîte représente l’écart interquartile. La moustache inférieure présente le neuvième percentile et
la moustache supérieure présenta quant à elle le 91e. La première boîte à moustaches représente la
distribution de la couverture ET sur le premier chromosome de la paire (en vert), tandis que la seconde
boîte à moustaches représente la distribution de la couverture ET sur le second chromosome de la paire
(en orange). *P-value < 0,05.
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7.4 Discussion

Nous avons mené un ensemble d’analyses basé sur les ET annotés pour le génome de
GDDH13 1.1 avec le logiciel REPET. Cette annotation bien que de bonne qualité présente
78 943 séquences identifiées comme des ET (avec une p-value inférieure au seuil de 5 %
selon REPET), mais pour lesquelles le logiciel n’est pas arrivé à assigner la classe d’ET.
Les ET présentent une grande diversité de mécanisme avec des implications différentes
pour le génome hôte suivant leur classe, sous-classe et superfamille. De cette façon il a
été observé chez le riz (J. Zhang et al., 2015) et le blé tendre (Yaakov & Kashkush, 2011)
que les déséquilibres de méthylation des ET étaient reproductibles (Yaakov & Kashkush,
2011) et dépendaient de la famille des ET. Ainsi les rétrotransposons ont été identifiés
chez ces deux espèces comme liés à des hypométhylations tandis que les éléments de classe
II étaient associés à une hyperméthylation. Or l’absence d’information sur les classes pour
29 % des ET dans nos données rend plus difficile une interprétation fine de nos résultats.
Malheureusement, une réannotation des ET afin d’en améliorer le résultat ne peut être
faite sans une grande expertise puisque REPET nécessite une curation manuelle impor-
tante. Toutefois, la taille des ET inconnus, indique qu’il s’agit de séquences principalement
courtes, qui ne présentent peut-être pas suffisamment d’informations pour présenter une
annotation fiable. Par ailleurs, le pipeline d’analyse des ET utilisé (disponible à l’adresse
suivante : https://forgemia.inra.fr/tanguy.lallemand/te_analysis) a été pensé pour être
utilisable sur différents organismes et a été utilisé chez le rosier.

7.4.1 Comparaison de l’environnement en ET

La comparaison de l’environnement en ET des gènes par rapport à celui des séquences
intergéniques a montré un déséquilibre des ET de classe I. Ainsi, les régions intergéniques
sont enrichies en LTR, en particulier des ET de la superfamille des gypsy et des copia.
Les proportions d’ET associés aux autres classes, sous-classes et superfamilles n’ont pas
montré un déséquilibre aussi marqué. Cet enrichissement en ET de classe I en intergénique
peut s’expliquer par son mode de duplication par « copier — coller » qui permet une
croissance rapide du nombre de copies dans le génome, plus particulièrement dans les zones
avec peu de pression de sélection comme les régions intergéniques. De plus, ce mode de
duplication laisse les copies existantes intactes lors de la génération de nouvelles copies, ce
qui permet une détection facilitée de ces copies par les outils d’annotations, au moins pour
les copies complètes. Dans notre analyse nous avons identifié une médiane de taille des
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LTRs plus courte qu’attendue, ce qui indique un ensemble de copies dégradées et nuance
ainsi l’existence d’un potentiel biais lié à ce mode de duplication. L’enrichissement d’ET
de classe I est en adéquation avec les modèles d’évolution des ET (Kidwell & Lisch, 1997)
qui décrivent deux types d’insertions, des ET s’insérant loin des gènes et des ET s’insérant
à proximité de gènes. L’environnement de recombinaison dans lequel se trouve un ET peut
avoir un impact sur l’efficacité de la sélection naturelle sur l’ET, car une recombinaison
élevée peut dissocier la variation délétère des mutations adaptatives (Hill & Robertson,
1966). Ainsi, les rétrotransposons LTR ont été retrouvés chez le maïs plus souvent dans
les régions à faible recombinaison (Stitzer et al., 2021), et seulement pour 3,5 % d’entre
eux au sein d’un transcrit, à une distance médiane d’un gène synténique de 31,9 kb. Un
constat similaire est fait chez le pommier où il a été constaté un enrichissement en ET
de classe I (principalement copia et gypsy) dans les régions intergéniques, présentant de
faibles taux de recombinaison (Wright et al., 2003). À l’inverse, chez le maïs, les Helitrons,
les éléments TIR et rétrotransposons non LTR comme les LINE et les SINE se trouvent
plus souvent dans les régions à forte recombinaison (Stitzer et al., 2021). Chez le pommier
il a été observé que les ET s’insérant à proximité de gènes sont plutôt des ET de Classe II
appartenant aux sous-groupes LINE et SINE et Helitrons, et aux superfamilles de PIF-
Harbringer, SINE2 et Helitrons (Daccord et al., 2017).

7.4.2 Comparaison de l’environnement en ET des gènes ohno-
logues et des non dupliqués par WGD

La distribution du nombre d’ET dans le voisinage des gènes ohnologues et les gènes
présents en une seule copie est significativement différente pour six chromosomes, à savoir
les chromosomes 1,2,4,5,10 et 15. En testant la distribution de la longueur des ET, de
la couverture et de la densité en ET entre les gènes ohnologues et les gènes singletons,
nous avons identifié l’ensemble des chromosomes comme significativement différents. Par
ailleurs, nous avons identifié une différence de longueur d’ET associée aux gènes ohno-
logues et aux gènes non dupliqués. La différence de longueur d’ET est probablement due,
en partie, à une différence dans la nature des ET associés à ces groupes de gènes. En
effet, nous avons identifié un déséquilibre dans les proportions des classes d’ET associés
aux gènes ohnologues par rapport aux gènes non dupliqués. Les gènes non dupliqués ont
accumulé plus d’ET de classe I, en particulier des LTR appartenant à la superfamille des
copia et gypsy. Or ces sous-classes d’ET appartiennent aux ET les plus longs, comme ob-
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servé en Figure 7.5. Des résultats similaires ont été trouvés dans d’autres organismes tels
que A. thaliana (A. L. Hughes et al., 2003) ou Homo sapiens (Correa et al., 2021). Ces
observations suggèrent l’importance des ET dans la structuration du génome post-WGD.
En effet, les proportions d’ET vont générer des zones de méthylation élevées ou faibles, et
des zones hétérochromatiques avec des taux de recombinaison plus faibles (C. M. Vicient
& Casacuberta, 2017). De plus, il semble que la différence de distribution des ET entre les
gènes non dupliqués et les gènes ohnologues puisse avoir un impact sur le devenir des gènes
dupliqués et en particulier sur leur rétention (C. M. Vicient & Casacuberta, 2017). Ainsi
ces différentes observations pourraient expliquer en partie la différence de pression de sé-
lection appliquée à ces séquences. En effet, les ET sont moins insérés dans les régions sous
pression de sélection (Correa et al., 2021 ; Simons et al., 2006). Néanmoins, étant donné
l’approche utilisée pour calculer les ratios ω, cette hypothèse ne peut être testée par les
données générées au cours de l’étude. Outre, cette pression de sélection, nous n’avons pas
identifié une grande différence dans le nombre d’ET insérés entre les gènes ohnologues
et le groupe des gènes pour lesquels la paire n’a pas pu être reconstruite. La différence
pourrait aussi d’être liée à la longueur des ET insérés, qui va augmenter la couverture
sans avoir de différence majeure dans le nombre d’insertions. Cette différence résulte ainsi
d’une différence significative de la densité en ET pour l’ensemble des chromosomes du
pommier ;

7.4.3 Comparaison des types d’ET entre les fragments synté-
niques ohnologues

Au sein du génome de la pomme, nous n’avons pas observé de différences importantes
dans la distribution des ET associés à certaines classes. Celles-ci ne sont significatives que
pour quelques paires. Néanmoins, ces différences pourraient expliquer en partie la diffé-
rence de taille d’ET entre les paires de fragments chromosomiques synténiques. En effet,
les paires de chromosomes 02-15, 06-14, 01-07 et 08-15 sont significativement différentes
en termes de taille des ET associés à ces paires. Une partie de ces paires et notamment, les
paires 2-15 et 8-15 présentent aussi un déséquilibre dans les proportions d’ET associés à
la classe I. Pour ces paires déséquilibrées, l’impact est important. En effet, il a été montré
chez le maïs que dans l’ensemble des tissus testés, les gènes proches des éléments TIRs
et non LTR ont une expression médiane plus élevée que les gènes proches des LTRs et
des Helitrons. Cette observation s’accroît si les ET sont proches du gène (<1 kb) (Stit-
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zer et al., 2021). Au sein de ces paires, ces différences pourraient expliquer en partie le
déséquilibre d’expression observé.

Cependant, dans différentes espèces, telles que A. thaliana (M. Chen et al., 2008), la
différence d’ET entre les sous génomes n’est pas liée à la différence de proportions au sein
de classes particulières d’ET, mais à la différence dans toutes les classes d’ET. Dans la
littérature, des différences dans la distribution de certaines classes d’ET ont été observées,
notamment dans les organismes dont le génome a été affecté par la WGD et en particulier
les génomes à dominance sous-génomique comme le maïs, avec une dynamique particulière
des LTR (Classe I) et en particulier des gypsy, copia (Estep et al., 2013) et B. rapa avec
une dynamique de différents types d’ET (An et al., 2014). Ces différences entraînent des
différences de méthylation de l’ADN dans les sous-génomes.

7.4.4 Comparaison de l’environnement en ET entre les frag-
ments synténiques ohnologues

Nous avons identifié un ensemble de paires de fragments synténiques ohnologues comme
significativement différent en termes de couverture en ET. Une analyse similaire a été me-
née sur la densité en ET et présente des résultats similaires. Ainsi, les paires 1-7, 2-15,
6-14 et 8-15 apparaissent comme significativement différentes en termes de couverture en
ET. Cette différence d’accumulation d’ET entre les segments synténiques a été observée
chez de nombreuses espèces (Garsmeur et al., 2014 ; Woodhouse et al., 2014). Le déséqui-
libre a été décrit comme étant un mécanisme clé pour la mise en place de la dominance
de sous-génome (Alger & Edger, 2020 ; C. M. Vicient & Casacuberta, 2017). En effet,
l’activation des ET post-WGD par levée de la méthylation des ET permet une explosion
du nombre d’ ET. La répartition des ET est alors biaisée lors de l’explosion aboutissant
à un ensemble de processus menant à la mise en place d’une dominance de sous-génome.
En effet, la présence élevée d’ET peut entraîner une méthylation élevée de l’ADN dans
ces régions. Ainsi, une distribution biaisée des ET pourrait provoquer des déséquilibres
dans la méthylation de l’ADN. Un mécanisme similaire semble se mettre en place chez
le pommier à l’échelle des chromosomes. En effet la couverture en ET et la densité en
ET des paires de gènes ohnologues est significativement différente pour un ensemble de
paires de chromosomes ohnologues. Pour ces paires le déséquilibre est dans le sens inverse
des déséquilibres observés dans les chapitres précédents. Ce constant est similaire à celui
reporté dans la littérature à savoir le sous-génome ayant accumulé le plus d’ET est le
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sous-génome dominé.

7.5 Conclusion

À l’aide d’un pipeline ad-hoc nous avons pu filtrer et relier les ET à l’ensemble des
gènes du pommier et calculer différents indicateurs dont la couverture et la densité. De
même, les annotations des ET en termes de classe, superfamille et famille ont été associés
aux différents gènes. En comparant les ET associés aux gènes par rapport aux séquences
intergéniques, nous avons pu observer un déséquilibre principalement pour les ET de classe
I et notamment les LTR, en particulier les gypsy et les copia. Ces ET ont été associés
dans différentes études à des processus de maintenance structurelle des génomes dupli-
qués et en particulier, la construction des génomes post-WGD. Par ailleurs, en testant
la distribution de la longueur des ET, de la couverture et de la densité en ET entre les
gènes ohnologues et les gènes dont la paire synténique n’a pu être reconstruite, nous avons
identifié l’ensemble des chromosomes comme significativement différents. Ces différences
sont en partie liées à un déséquilibre significatif des ET de classe I, en particulier des
LTR appartenant à la superfamille des copia et gypsy. En comparant les paires de frag-
ments synténiques, nous avons identifié une dynamique biaisée des ET qui semble liée aux
ET dans leur ensemble plutôt qu’à une classe ou une sous-famille particulière. Ainsi, les
paires 1-7, 2-15, 6-14 et 8-15 apparaissent comme significativement différentes en termes
de couverture en ET. La présence élevée d’ET peut entraîner une méthylation élevée de
l’ADN dans ces régions. Ainsi, une distribution biaisée des ET pourrait provoquer des
déséquilibres dans la méthylation de l’ADN. Par ailleurs, pour l’ensemble des paires si-
gnificativement déséquilibrées, le déséquilibre est cohérent avec le déséquilibre observé en
termes de QTLs, à savoir le chromosome dominant du point de vue de la participation à
la variation phénotypique présente une couverture significativement moins importante de
ET par rapport a son fragment chromosomique ohnologue.
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Chapitre 8

ÉTUDE DES MÉTHYLATIONS DE L’ADN
DES GÈNES OHNOLOGUES

8.1 Introduction

Chez les organismes eucaryotes, différents mécanismes permettent la régulation du ni-
veau d’expression des gènes. Les modifications épigénétiques sont un des acteurs de cette
régulation. Ces modifications sont principalement retrouvées sous la forme de modifica-
tions post-traductionnelles des histones (Vaillant & Paszkowski, 2007), ainsi que sous la
forme de méthylation de l’ADN (Bártová et al., 2008).

La régulation de la transcription des gènes par la chromatine est réalisée via les nu-
cléosomes. Ces octamères protéiques sont composées de 8 histones : 2 H2 A, 2 H2 B, 2
H3 et 2 H4. Les modifications post-traductionnelles des histones peuvent avoir un impact
sur le niveau de compactage de l’ADN. On retrouve quatre grands types de modifications
chimiques : les acétylations, les méthylations, les phosphorylations et les ubiquitinyla-
tions. Ces modifications, désignées sous le nom de code histone (Jenuwein & Allis, 2001),
constituent un signal dont les effets sont divers (Roudier et al., 2011 ; Sequeira-Mendes
et al., 2014 ; X. Zhang et al., 2009) . Ces mécanismes épigénétiques sont très conservés
chez les eucaryotes (Feng et al., 2010) et peuvent avoir un impact sur le niveau d’ex-
pression des gènes (Razin & Cedar, 1991). Chez les plantes, on retrouve deux catégories
de modifications d’histones, la première formant l’euchromatine qui favorise l’accessibilité
des facteurs de transcription et l’hypométhylation des gènes favorisant ainsi l’expression
des gènes (Richards & Elgin, 2002). C’est le cas par exemple des modifications H3K4me3
et H3K27ac (Jenuwein & Allis, 2001). La présence d’ADN sous forme d’hétérochromatine
a été reliée à des modifications comme H3K27me3 et H3K9me2 (Maison et al., 2002).
La présence d’ADN sous forme d’hétérochromatine va favoriser une hyperméthylation de
l’ADN et une répression des gènes (Volpe et al., 2002).

La méthylation de l’ADN consiste en l’ajout, par le biais de méthyl-transférases, de

199



Chapitre 8 – Étude des méthylations de l’ADN des gènes ohnologues

groupement méthyl sur des cytosines dans un contexte nucléotidique particulier. Diffé-
rentes méthyl-transférases ont été identifiées chez les eucaryotes (Feng et al., 2010 ; Ze-
mach et al., 2010), dont certaines sont spécifiques à des organismes en particulier (Oliveira
et al., 2020 ; R. J. Wood et al., 2007). Certaines méthyl-transférases vont être respon-
sables de la méthylation de novo, d’autres du maintien de la méthylation (Zemach et al.,
2010). Chez les plantes, la méthylation de novo pour tous les contextes est permise par
DRM2 (Domains Rearranged Methyltransferase 2) (H. Zhang et al., 2018). Le maintien
des méthylations est permis par DRM2 ainsi que MET1 (méthyl-transférase 1) et CMT3
(chromo-méthylase 3) (Cao & Jacobsen, 2002).

Les méthylations de l’ADN, et avant tout des cytosines, peuvent intervenir dans le
contexte du dinucléotide CpG (également noter CG) (A. Bird, 2002 ; Finnegan & Kovac,
2000). Cette modification de l’ADN est partagée par de très nombreuses espèces de ver-
tébrés, plantes et champignons (Feng et al., 2010). Les plantes présentent des contextes
supplémentaires pouvant être méthylés et notamment les trinuclétotides CHG et CHH, H
pouvant représenter une Adénine, Thymine ou Guanine (A. Bird, 2002). À l’image des mo-
difications de la séquence d’ADN, les différences de méthylation de l’ADN, peuvent avoir
un impact sur la stabilité du génome (Miura et al., 2001), l’expression des gènes (Razin &
Cedar, 1991) et la variation phénotypique (Soppe et al., 2000). En effet, il a été observé
que des hypométhylations de l’ADN, quel que soit le contexte, et plus spécifiquement sur
les cytosines en amont des gènes, pouvaient aboutir à des activations massives de d’élé-
ments transposables (Tsukahara et al., 2009) et des désordres transcriptionnels (Kankel
et al., 2003 ; L. Zhang et al., 2021) dont certains peuvent impacter le phénotype (Soppe
et al., 2000). Les méthylations des cytosines présentes dans le corps des gènes et plus
particulièrement sur les exons présentent des effets différents encore mal compris. Néan-
moins, il semblerait que celles-ci soient liées à la transcription (Bewick & Schmitz, 2017 ;
J. Choi et al., 2020).

Les modifications épigénétiques ont été étudiées au sein de différentes espèces po-
lyploïdes. Pour certaines espèces où ont été observés des déséquilibres d’expression des
gènes ou de participation à la variation phénotypique, il a été également observé des
déséquilibres dans la répartition des méthylations de l’ADN. Par exemple, chez Mimulus
peregrinus, il a été observé que le sous-génome le moins exprimé présentait des taux de
méthylation globaux en contexte CHH plus importants que le sous-génome le plus exprimé
(Edger et al., 2017). De même, il a été observé chez A. thaliana que les hybrides intraspé-
cifiques avec des caractéristiques épigénétiques (épihybrides) différentes présentaient des
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différences dans les profils de méthylations de l’ADN (Rigal et al., 2016). L’hybridation de
ces organismes est à l’origine d’un choc épigénomique, immédiatement après hybridation,
qui va être caractérisée par un déséquilibre de la méthylation de l’ADN associé à un dés-
équilibre transcriptionnel. Chez le coton, le sous-génome D, considéré comme dominant,
présente une activité importante au niveau des histones ainsi qu’un niveau plus bas, dans
l’ensemble, de méthylations de l’ADN par rapport au sous-génome A (Zheng et al., 2016).
De même, chez le coton, un déséquilibre épigénétique a pu être associé à un biais d’ex-
pression et de phénotype entre les paires de chromosomes ohnologues (Song et al., 2015).
Chez B. napus, un biais dans la méthylation a été observé et relié au biais d’expression
des gènes (J. Wang et al., 2004) et de phénotype (Comai et al., 2000 ; Lukens et al., 2006 ;
Xu et al., 2009). Une observation similaire a en outre été faite chez le blé (Y. Li et al.,
2019).

Au cours de ce travail de thèse, nous avons observé chez le pommier un certain nombre
de déséquilibres, particulièrement au niveau de la participation à la variation phénotypique
et de l’expression des gènes ohnologues. Dans ce chapitre, nous avons cherché à identifier
s’il existait aussi un déséquilibre de méthylation de l’ADN entre les gènes ohnologues.

8.2 Matériel et méthode

8.2.1 Récupération des données Bisulfite Seq

Le pipeline de recherche et de téléchargement des expériences de RNA-Seq développé
pour l’analyse du déséquilibre transcriptionnel détaillé en Chapitre 6 a été dérivé afin
de produire un pipeline utilisable dans le cadre de l’étude du méthylome. Ce pipeline,
get-bisulfite-seq Snakemake est accessible sur la forge logicielle de l’INRAe en suivant
l’URL : https://forgemia.inra.fr/tanguy.lallemand/get-bisulfite-seq. Ce pipeline nous a
permis de télécharger l’ensemble des runs de séquençage d’ADN traités au bisulfite pour
M. domestica disponibles dans les banques publiques en appliquant les mêmes filtres de
qualité que pour l’analyse de l’expression des gènes ohnologues c’est à dire : des données
pairées ; au moins trois réplicats biologiques ; un séquençage d’au moins 2 × 107 reads par
échantillon et une longueur de reads minimale de 100 bp). Les fichiers bruts au format fastq
compressés ont été téléchargés avec SRA-toolkit et Aspera. De la même façon que pour
les données transcriptomiques, les fichiers ont été stockés en construisant une architecture
de dossier de type SRP/SRX/SRR.
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8.2.2 Calcul des rapports de méthylation

Dans le contexte de la sous-dominance du génome, les régulations épigénétiques sont
également suspectées de jouer un rôle, en particulier les méthylations de l’ADN (Alger &
Edger, 2020). Pour étudier cette hypothèse, nous avons mis en place une étude permettant
de rechercher un déséquilibre des ratios de méthylation dans les contextes CG, CHG et
CHH (H pour A, C ou T). Les données brutes téléchargées par le pipeline get-rna-seq-data
ont été traitées à l’aide de BiSePS en version 10 (Hatira, 2022), un pipeline d’analyse de
séquençage bisulfite développé au laboratoire permettant l’alignement et la génération de
rapports de méthylation.

Cet outil basé sur un pipeline Snakemake associé à une interface graphique déployée en
Électron permet d’examiner les reads traités au bisulfite. Ainsi ce pipeline évalue la qualité
du séquençage avec FastQC (Andrews et al., 2010) et localise les sites de méthylation
dans les différents contextes à l’aide de Bismark (Krueger & Andrews, 2011). L’ensemble
des métriques fournies par BiSePS sont agrégées avec MultiQC (Ewels et al., 2016) et
exportées au format HTML pour permettre un contrôle de qualité des données brutes et
traitées. Les résultats de Bismark peuvent être traités pour être ajoutés à une instance
Jbrowse 2 (Buels et al., 2016) pour en assurer leur visualisation ou exportés sous la forme
de fichiers bruts pour des analyses complémentaires.

Les fichiers de sortie de Bismark, et en particulier les fichiers de rapport de méthyla-
tion, ont ensuite été traités dans un pipeline ad hoc (methylome-imbalance, accessible à
l’aide du lien suivant : https://forgemia.inra.fr/tanguy.lallemand/methylome-imbalance).
Ce pipeline vise à filtrer les résultats puis applique un traitement statistique et agrège
l’ensemble des expériences en un résultat unique pour chacune des paires de fragments
chromosomiques synténiques. Ainsi, les positions des cytosines associées à l’un des trois
contextes (CG, CHG ou CHH) ont été associées à leurs positions dans les gènes. Les
cytosines associées à des régions introniques ont été supprimées. Chaque séquençage a
été traité séparément, de même que les contextes de méthylation. Quatre analyses ont
ensuite été réalisées sur les cytosines associées à la région exonique du corps des gènes oh-
nologues, ou à l’environnement des gènes ; l’environnement étant défini soit comme 2 kb en
amont et en aval, soit comme 500 bp ou 100 bp en amont des sites d’initiation de la trans-
cription (TSS) des gènes ohnologues. Pour chaque région et contexte, un test de Mann
— Whitney U a été mis en œuvre entre les paires de fragments chromosomiques ohno-
logues afin de comparer la distribution des pourcentages de cytosines méthylées de toutes
les positions pour chacun des échantillons considérés. Les résultats de chaque séquençage
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ont ensuite été agrégés à l’aide de la méthode de Mudholkar et George (Mudholkar E.O.,
1983) afin d’obtenir un résultat global pour chaque paire de segments chromosomiques
synténiques. Cette méthode d’agrégation de p-values permet de faire la moyenne des sta-
tistiques de la méthode de Fisher et de Pearson. Cette méthode a ainsi la caractéristique
de fournir des résultats avec des p-values extrêmes proches de 0 ou de 1. Elle est, de plus,
moins sensible à de très fortes puissances statistiques.

Par la suite, nous avons examiné le nombre de contextes associés à chacun des gènes
ohnologues en amont des gènes. Pour ce faire, nous avons identifié le nombre de cytosines
associées à chacun des contextes en amont des gènes ohnologues. Ensuite, nous avons
compté le nombre de cytosines associées dans chaque contexte pour une taille de fenêtre
allant de 50 bp à 2 kb en amont. Pour chacune des paires de chromosomes ohnologues,
nous avons comparé le nombre de cytosines et étudié les 25 gènes les plus différents pour
chaque taille de fenêtre. Nous avons ensuite examiné le pourcentage de ces gènes qui
appartiennent au groupe de gènes non commutants. Les gènes non commutants, identifiés
lors de l’étude de l’expression des gènes ohnologues regroupent des gènes qui ont un
déséquilibre du niveau d’expression par rapport à son ohnologue, similaires dans au moins
85 % des expériences de transcriptomiques analysées. Comme contrôle négatif, nous avons
pris 50 gènes au hasard à chaque fois. Un test de Wilcoxon permet alors de déterminer
si la distribution des pourcentages de gènes non commutants présents dans les fenêtres
sont similaires entre les groupes pour chacune des paires de fragments chromosomiques
synténiques.

8.3 Résultats

8.3.1 Comparaison des niveaux de méthylation de l’ADN entre
les gènes ohnologues

Pour approfondir la recherche d’un déséquilibre entre les blocs synténiques du génome
de la pomme, nous avons testé le déséquilibre des marques de méthylation de l’ADN
dans le corps des gènes ou autour des gènes situés dans des fragments chromosomiques
synténiques.

Nous avons identifié un ensemble de 61 séquençages Bisulfite-Seq de M. domestica
disponibles publiquement sur les bases de données. Après filtrages des expériences selon les
mêmes critères de qualité que lors de l’analyse RNA-Seq, nous avons pu conserver 36 séries
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de séquençage au bisulfite pour une taille totale de 242 Go de fichiers compressés. À partir
des méta-données associées à ces expériences dont le pipeline permet une récupération
automatique, et après ré-annotation en employant l’ontologie précédemment utilisée, nous
avons constaté que les séquençages sont issus d’expériences associées à des feuilles ou des
fruits.

Les étapes d’alignement des reads et de construction des rapports de méthylation de
chacune des expériences ont été exécutées via BiSePS. Après alignement des 36 expériences
conservées, le jeu de données représente 700 Go supplémentaires. Les taux de mapping de
différents échantillons ont permis de filtrer les expériences dont le mapping présente un ré-
sultat considéré comme insuffisant, c’est-à-dire présentant un taux inférieur à 60 %. Ainsi,
4 échantillons dont le pourcentage de mapping était inférieur à 60 % ont été supprimés.
Pour les 32 échantillons restants, le pourcentage médian de mapping était de 75,44 % avec
un écart type de 4. Le nombre médian de reads localisés est de 10 896 005 dans chacune
des 32 expériences. Par ailleurs, nous avons identifié un nombre médian de 1 025 086 reads
ambigüs.

Les séquençages conservés et alignés sont associés à des expériences Bisulfite-Seq sur-
tout résultantes de feuilles avec 68 % des expériences qui en sont issues (22 expériences)
et de fruits qui représentent 31 % du jeu de données avec 10 expériences. Les échantillons
proviennent essentiellement de tissus issus de GDDH13 ou GDDH18. Ces expériences sont
associées à des analyses portant sur le développement, notamment du fruit et les stress
abiotiques, en particulier des stress hydriques.

Le traitement de la sortie brute de Bismark a été effectué en passant par un pipeline ad
hoc. Les données finales traitées représentent 762 Go. Ces données ont permis de chercher
à identifier si un déséquilibre dans les méthylations d’ADN des gènes ohnologues pouvait
être identifié. Les rapports de méthylation ont permis de calculer les pourcentages de mé-
thylation des cytosines dans les différents contextes pour les différentes régions d’intérêts.
Ces régions d’intérêts sont les régions exoniques du gène (corps du gène) et l’environne-
ment du gène (les régions amont et aval des gènes). Les pourcentages de méthylation ont
été calculés pour les trois contextes de cytosine.

Globalement, les taux de méthylation du contexte CG sont en moyenne plus élevés que
ceux des contextes CHG et CHH (moyenne autour de 0,80 contre 0,43 et 0,21). Le contexte
CHH montre des valeurs plus élevées que le contexte CHG avec des valeurs moyennes de
0,43 contre 0,21.

Pour chaque expérience et chaque paire de fragments de chromosomes ohnologues,

204



8.3. Résultats

(A) Boîtes à moustaches de la distribution des rap-
ports de méthylation des cytosines situées 500 bp
en amont des gènes pour le contexte CG et grou-
pées par paires de fragments chromosomiques syn-
téniques. Les paires 1-7, 2-15 et 3-11 présentent une
différence significative.

(B) Boîtes à moustaches de la distribution des rap-
ports de méthylation des cytosines situées 500 bp
en amont des gènes pour le contexte CHH et grou-
pées par paires de fragments chromosomiques syn-
téniques. Les paires 1-7, 2-15 et 3-11 présentent une
différence significative.

(C) Boîtes à moustaches de la distribution des rapports de méthylation des cytosines localisées 500 bp en
amont des gènes pour le contexte CHG et groupées par paires de fragments chromosomiques synténiques.
Les paires 1-7, 2-15 et 3-11 présentent une différence significative.

Figure 8.1 – Boîtes à moustaches de la distribution des rapports de méthylation des cytosines localisées
500 bp en amont des gènes et groupées par paires de fragments chromosomiques synténiques. L’axe des
abscisses (Ohnologous chromosome pairs) comporte les paires de fragments chromosomiques synténiques.
L’axe des ordonnées (Median numbers of methylation ratio) décrit les médianes des pourcentages des
ratios de méthylation pour les différentes expériences analysées. Le bas de la boîte représente le premier
quartile, le trait interne à la boîte présente la médiane de la distribution et l’extrémité supérieur de la
boîte présente le troisième quartile. La taille de la boîte représente l’écart inter-quartile. La moustache
inférieure présente le neuvième décile et la moustache supérieure présente quant à elle le 91e. La première
boîte à moustaches représente la distribution des rapports de méthylation sur le premier chromosome de
la paire (en vert), tandis que la seconde boîte à moustaches représente la distribution des rapports de
méthylation sur le second chromosome de la paire (en orange). Les paires 1-7, 2-15 et 3-11 présentent une
différence significative pour l’ensemble des contextes. *α< 5%
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nous avons vérifié si les distributions des taux de méthylation étaient similaires à l’aide
d’un test de Mann — Whitney U. Les 32 p-values de chaque expérience, pour chaque paire,
ont ensuite été agrégées par la méthode de Fisher et sont présentées dans le tableau 8.1.
Par ailleurs, les distributions des pourcentages de méthylations sont représentées par un
ensemble de boîtes à moustaches comportant les rapports de méthylation des cytosines.

Les visualisations associées aux cytosines localisées dans les 500 bp en amont des gènes
sont quant à elles présentées en Figure 8.1. En comparant les pourcentages de méthylations
des cytosines localisées 500 bp en amont des gènes ohnologues, nous avons identifié une
différence significative dans le taux de méthylation entre les gènes ohnologues des paires
de fragments chromosomiques synténiques 1-7, 2-15 et 3-11 dans les trois contextes.

Ainsi, pour le contexte CG, les distributions de taux de méthylation pour 500 bp en
amont des gènes sont proposées en Figure 8.1A. Pour la paire 1-7, une différence signifi-
cative a été observée pour les taux de méthylation entre ces fragments chromosomiques
synténiques. Ainsi, le chromosome 1 montre un taux médian en contexte CG de 0,55
contre 0,59 pour le chromosome 7. Pour la paire 2-15, le chromosome 2 présente un taux
de méthylation médian en contexte CG de 0,54 contre 0.47 pour le chromosome 15. Pour
finir, la paire 3-11 sur le chromosome 11 présente un taux de méthylation médian en
contexte CG de 0,57 contre 0,64 pour le chromosome 3.

Les distributions associées au contexte CHG sont présentées en Figure 8.1C. Un dés-
équilibre similaire est observé pour les cytosines 500 bp en amont des gènes dans le contexte
CHG. Pour la paire 1-7, le chromosome 7 présente un taux de méthylation significative-
ment différent de celui du fragment synténique associé au chromosome 1 (moyenne de
taux de méthylation médian de 0,41 pour le fragment chromosomique 1 contre 0,47 pour
le fragment chromosomique 7). Pour la paire 2-15, le chromosome 2 présente un taux
de méthylation moyen significativement différent de celui du fragment synténique associé
au chromosome 15 (moyenne de taux de méthylation médian de 0,44 pour le fragment
chromosomique 2 contre 0,39 pour le fragment chromosomique 15). Quant à la paire 3-11,
c’est le chromosome 11 (0,40) qui est significativement plus méthylé que le chromosome 3
(0,31). Les autres paires de fragments chromosomiques synténiques ne sont pas signifi-
cativement différentes en termes de taux de méthylations des cytosines dans le contexte
CHG.

Les distributions associées au contexte CHH sont fournies en Figure 8.1B et présentent
des conclusions similaires, avec un déséquilibre de la méthylation en faveur du chromo-
some 7 pour la paire 1-7 (0,19 pour le chromosome 1 contre 0,20 pour le chromosome 7).
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Pour la paire 2-15, le déséquilibre est en faveur du chromosome 2 (0,17 contre 0,15 pour
le chromosome 15). La paire 3-11 présente un déséquilibre en contexte CHH en faveur du
chromosome 11 (0,07 contre 0,1 pour le chromosome 11).

Les distributions pour les cytosines localisées à 100 bp en amont des gènes pour les
principales paires synténiques dans les trois contextes sont présentées en Figure A.31.
Elles montrent des résultats similaires, bien que moins marqués. Pour le contexte CG
(Figure A.31A), on observe un déséquilibre significatif des paires 1-7, 2-15 et 3-11 dans
le même sens que pour les comparaisons faites sur les cytosines localisées dans la région
500 bp en amont des gènes ohnologues. Pour les cytosines en contexte CHG (Figure A.31B)
nous avons observé un déséquilibre similaire, significatif pour les paires de fragments
synténiques 1-7, 2-15 et 3-11. Concernant le contexte CHH (Figure A.31C), un déséquilibre
similaire bien que moins marqué est observé pour les paires 1-17, 2-15 et 3-11.

En ce qui concerne le corps du gène exonique, les distributions des pourcentages de
cytosines méthylées sont résumées dans la Table 8.1 et les visualisations associées sont
proposées en Figure A.33. Le contexte CG présente des niveaux de méthylation signifi-
cativement différents pour les paires 1-7, 2-15, et 3-11. Les paires 5-10, 6-14, 8-15, 9-17
et 13-16 présentent des différences peu ou pas significatives. Pour la paire 1-7, le chromo-
some 1 est significativement hyperméthylé en termes de cytosines associées au contexte
CG sur le corps du gène par rapport au chromosome 7 (médiane de 0,32 contre 0,18).
Pour la paire 2-15, on observe un chromosome 2 hyperméthylé par rapport à son ohno-
logue avec un taux médian de méthylation de 0,29 pour le chromosome 2 contre 0,16 pour
le chromosome 15. La paire 3-11 montre un chromosome 11 hyperméthylé par rapport
au chromosome 3 (avec des médianes de respectivement 0,38 contre 0,20). L’analyse des
contextes CHG et CHH indique des différences similaires.

Couple Contexte Région Médiane des ratios de méthylations

01-07

CG
Corps du gène 0,525/0,532*
Environnement génique 0,784/0,805*
Amont du gène (500 bp) 0,809/0,909*

CHG
Corps du gène 0,032/0,034*
Environnement génique 0,358/0,365*
Amont du gène (500 bp) 0,411/0,472*

CHH
Corps du gène 0,012/0,012*
Environnement génique 0,119/0,119*
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Table 8.1 suite de la page précédente

Couple Contexte Région Médiane des ratios de méthylations

Amont du gène (500 bp) 0,194/0,209*

02-15

CG
Corps du gène 0,487/0,457*
Environnement génique 0,745/0,742*
Amont du gène (500 bp) 0,841/0,722*

CHG
Corps du gène 0,033/0,038*
Environnement génique 0,326/0,353*
Amont du gène (500 bp) 0,444/0,394*

CHH
Corps du gène 0,012/0,012*
Environnement génique 0,112/0,102*
Amont du gène (500 bp) 0,175/0,155*

03-11

CG
Corps du gène 0,553/0,617*
Environnement génique 0,876/0,932*
Amont du gène (500 bp) 0,93/0,921*

CHG
Corps du gène 0,033/0,041*
Environnement génique 0,419/0,454*
Amont du gène (500 bp) 0,489/0,485*

CHH
Corps du gène 0,012/0,013*
Environnement génique 0,114/0,12*
Amont du gène (500 bp) 0,187/0,181*

05-10

CG
Corps du gène 0,572/0,555
Environnement génique 0,843/0,846
Amont du gène (500 bp) 0,83/0,867

CHG
Corps du gène 0,045/0,041
Environnement génique 0,383/0,396
Amont du gène (500 bp) 0,428/0,436

CHH
Corps du gène 0,012/0,012
Environnement génique 0,108/0,111
Amont du gène (500 bp) 0,172/0,181

06-14

CG
Corps du gène 0,523/0,516
Environnement génique 0,795/0,852
Amont du gène (500 bp) 0,816/0,878
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Table 8.1 suite de la page précédente

Couple Contexte Région Médiane des ratios de méthylations

CHG
Corps du gène 0,037/0,028
Environnement génique 0,35/0,394
Amont du gène (500 bp) 0,42/0,47

CHH
Corps du gène 0,012/0,011
Environnement génique 0,114/0,112
Amont du gène (500 bp) 0,184/0,18

08-15

CG
Corps du gène 0,484/0,495
Environnement génique 0,799/0,697
Amont du gène (500 bp) 0,864/0,662

CHG
Corps du gène 0,038/0,025
Environnement génique 0,393/0,316
Amont du gène (500 bp) 0,475/0,336

CHH
Corps du gène 0,013/0,01
Environnement génique 0,118/0,108
Amont du gène (500 bp) 0,191/0,168

09-17

CG
Corps du gène 0,555/0,574
Environnement génique 0,85/0,852
Amont du gène (500 bp) 0,816/0,86

CHG
Corps du gène 0,045/0,035
Environnement génique 0,401/0,394
Amont du gène (500 bp) 0,43/0,457

CHH
Corps du gène 0,012/0,011
Environnement génique 0,109/0,113
Amont du gène (500 bp) 0,164/0,189

13-16

CG
Corps du gène 0,451/0,467
Environnement génique 0,795/0,802
Amont du gène (500 bp) 0,759/0,812

CHG
Corps du gène 0,03/0,03
Environnement génique 0,385/0,394
Amont du gène (500 bp) 0,391/0,43

CHH
Corps du gène 0,011/0,011
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Table 8.1 suite de la page précédente

Couple Contexte Région Médiane des ratios de méthylations

Environnement génique 0,117/0,116
Amont du gène (500 bp) 0,183/0,183

Table 8.1 – Ratios de méthylation sur chaque paire de chromosomes ohnologues dans les différentes
régions considérées pour les 3 contextes de méthylation. Les pourcentages de méthylation des paires 1-7,
2-15 et 3-11 apparaissent comme significativement différents pour les cytosines associées aux corps des
gènes, en amont des gènes et dans l’environnement proche des gènes. *p-value < 0.05

En ce qui concerne le corps du gène exonique, les distributions des pourcentages de
cytosines méthylées sont résumées dans la Table 8.1 et les visualisations associées sont
présentées en Figure A.33. Le contexte CG présente des niveaux de méthylation signifi-
cativement différents pour les paires 1-7, 2-15, et 3-11. Les paires 5-10, 6-14, 8-15, 9-17
et 13-16 présentent des différences peu ou pas significatives. Pour la paire 1-7, le chromo-
some 1 est significativement hyperméthylé en termes de cytosines associées au contexte
CG sur le corps du gène par rapport au chromosome 7 (médiane de 0,32 contre 0,18).
Pour la paire 2-15, on observe un chromosome 2 hyperméthylé par rapport à son ohno-
logue avec un taux médian de méthylation de 0,29 pour le chromosome 2 contre 0,16 pour
le chromosome 15. La paire 3-11 montre un chromosome 11 hyperméthylé par rapport
au chromosome 3 (avec des médianes de respectivement 0,38 contre 0,20). L’analyse des
contextes CHG et CHH indique des différences similaires.

Pour les cytosines localisées dans l’environnement génique défini comme 2 kb en amont
et en aval des gènes ohnologues, les résultats sont présentés en Table 8.1 et en Figure A.32.
Nous avons identifié des différences significatives pour les paires 1-7, 2-15 et 3-11 dans les
trois contextes. Les profils de méthylation dans CG, CHH et CHG indiquent une tendance
similaire aux résultats du corps du gène.

8.3.2 Comparaison du nombre de positions de cytosines entre
les gènes ohnologues

Nous nous sommes intéressés au nombre de cytosines dans les différents contextes
pour les différentes régions analysées. Les comptages du nombre de positions entre les
fragments chromosomiques synténiques ont été comparés avec un test binomial et sont
présentés en Table 8.2 pour la région 100 bp en amont des gènes ohnologues. La région
100 bp en amont des gènes, présente des différences significatives du nombre de cytosines
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en contexte CHH pour les paires 1-7, 2-15, 3-11, 5-10, 6-14, 8-15 et 13-16. La paire 9-17 ne
présente pas de différence du nombre de cytosines en contexte CHH avec 25 282 cytosines
associées 100 bp en amont des gènes contre 25 114 cytosines pour le chromosome 17. Les
contextes CHG et CG présentent des effectifs inférieurs en termes de nombre et les paires
précédentes montrent néanmoins un déséquilibre significatif du nombre de cytosines à
part les paires 2-15, 3-11 et 9-17. Les Tables A.5, A.6 et A.7 présentent respectivement
les résultats associés aux régions exoniques, la région 2 kb en amont et en aval des gènes
et 500 bp des gènes ohnologues. Concernant la région correspondant à l’environnement
génique (2 kb en amont et en aval des gènes), l’ensemble des couples pour tous les contextes
présentent des nombres significativement différents de cytosines. La différence est la plus
marquée pour le contexte CHH. La paire 9-17 semble aussi moins déséquilibrée que les
autres, et présente des différences moins importantes. Un constat similaire est fait pour
les régions exoniques et 500 bp en amont des gènes.

Afin de détailler plus avant cette observation du nombre différent de cytosines, nous
avons cherché à comprendre si cette différence pouvait être associée à des déséquilibres
observés dans d’autres analyses et en particulier les gènes non commutants qui constituent
un résultat fort. Afin de tester si un lien pouvait être établi entre ces deux observations,
nous avons comparé le nombre de cytosines dans le contexte CHH, qui présente le signal
le plus fort entre les gènes ohnologues. Sur les 25 paires de gènes ohnologues présentant
le plus de différences dans le nombre de cytosines associées au contexte CHH, 52 % ont
été identifiées comme appartenant au groupe de gènes dont l’expression était comme
non commutée dans toutes les expériences RNA-Seq. En prenant des paires de gènes
ohnologues au hasard, seulement 36 % sont des couples de gènes non commutés. En outre,
le test apparié de Wilcoxon a permis de confirmer que les 25 paires de gènes ohnologues
présentant le plus de différences dans le nombre de cytosines associées au contexte CHH
étaient significativement enrichies en gènes non commutants par rapport à une sélection
aléatoire de gènes. Le détail des résultats sont fournis en Table 8.3. La Figure 8.2 présente
les distributions du pourcentage de gènes non commutants parmi les 25 gènes les plus
différents en termes de nombre de position de cytosine dans le contexte CHH. Cette
figure montre que certaines zones et surtout, la zone autour de 150 bp en amont du TSS
ainsi que celle entre 1500 bp et 2000 bp semblent importantes. En effet, les gènes les plus
différents pour ces zones sont associés au plus hauts pourcentages de gènes aussi associés
aux gènes non commutants.
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Table 8.2 – Nombre de cytosines associées à chacun des contextes de méthylation 100 bp en amont
pour les paires de gènes ohnologues. Un test binomial a été exécuté pour tester si les nombres de cytosines
sont significativement différents.

Couple
Nombre de cytosines
sur le premier
chromosome

Nombre de cytosines
sur le second
chromosome

Contexte p-value test
Binomial

01-07 22 123 16 695 CHH 1,4606 × 10−167

02-15 22 754 20 995 CHH 4,2402 × 10−17

03-11 28 930 25 418 CHH 2,7222 × 10−51

05-10 33 904 30 532 CHH 2,9089 × 10−40

06-14 19 401 14 486 CHH 1,5558 × 10−157

08-15 28 697 23 371 CHH 1,1756 × 10−120

09-17 25 282 25 114 CHH 4,5693 × 10−1

13-16 34 219 31 451 CHH 3,4742 × 10−27

01-07 4139 3238 CHG 9,4483 × 10−26

02-15 4330 4216 CHG 2,2157 × 10−1

03-11 5361 4930 CHG 2,2417 × 10−5

05-10 6541 5679 CHG 6,5998 × 10−15

06-14 3722 2554 CHG 2,1654 × 10−49

08-15 5278 4361 CHG 9,9180 × 10−21

09-17 4855 4651 CHG 3,7330 × 10−2

13-16 6610 6074 CHG 2,0239 × 10−6

01-07 4562 3414 CG 7,0574 × 10−38

02-15 4613 4553 CG 5,3773 × 10−1

03-11 5334 4888 CG 1,0722 × 10−5

05-10 6580 5714 CG 5,9730 × 10−15

06-14 4093 2849 CG 1,3653 × 10−50

08-15 5884 4861 CG 5,8033 × 10−23

09-17 5131 5015 CG 2,5358 × 10−1

13-16 6770 6390 CG 9,5320 × 10−4
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Table 8.3 – Résultats des tests appariés de Wilcoxon des pourcentages de gènes non commutants pour
les 25 gènes présentant la plus grande différence de nombre de positions de cytosines dans le contexte
CHH par rapport à 25 gènes sélectionnés au hasard pour une fenêtre de taille 50 bp allant de 2 kb en
amont du TSS jusqu’au TSS.

Couple Pourcentage des gènes
les plus différents

Pourcentage des gènes
pris au hasard p-value test Wilcoxon

01-07 0,53 % 0,37 % 9,0949 × 10−12

02-15 0,63 % 0,39 % 1,8190 × 10−12

03-11 0,45 % 0,37 % 3,0630 × 10−8

05-10 0,50 % 0,30 % 1,8190 × 10−12

06-14 0,45 % 0,34 % 8,1309 × 10−10

08-15 0,50 % 0,40 % 1,8190 × 10−12

09-17 0,52 % 0,32 % 1,8190 × 10−12

13-16 0,60 % 0,40 % 1,8190 × 10−12
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Figure 8.2 – Distribution du pourcentage de gènes non commutants parmi les 25 gènes les plus
différents en termes de nombre de positions de cytosines dans le contexte CHH. L’axe des abscisses
(size) présente la position en paire de base relativement au TSS. L’axe des ordonnées (percentDiff )
représente le pourcentage moyen de différence de nombre de positions CHH entre les paires de gènes les
plus différentes en termes de nombre de cytosines associées au contexte CHH. La couleur est associée à
la paire de fragments chromosomiques synténiques.
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Chapitre 8 – Étude des méthylations de l’ADN des gènes ohnologues

8.4 Discussion

Les méthylations de l’ADN ont été étudiées dans différentes régions du génome et
dans différents contextes. Tout d’abord, les niveaux de méthylation de l’ADN dans les
régions géniques, et en particulier les exons des gènes ohnologues ont été analysés dans
les trois contextes. Dans la littérature, ces méthylations et, en particulier les méthylations
dans le contexte CG, ont été reliées à des changements dans l’expression des gènes. En
effet, pour les gènes dits méthylés sur le corps du gène (gene Body Methylated (gbM)),
l’hyperméthylation des îlots CpG localisés dans ces gènes a été associée dans différentes
espèces de vertébrés et typiquement l’humain (Arechederra et al., 2018 ; Jjingo et al.,
2012 ; Kulis et al., 2012 ; Maunakea et al., 2010 ; Varley et al., 2013 ; Y. Wang et al., 2021)
et de plantes (Bewick & Schmitz, 2017 ; Muyle et al., 2022) a une sur expression des
gènes. Dans le contexte de la dominance sous génomique, il a été observé chez certaines
espèces et notamment B. napus, que les méthylations, pour les trois contextes, sur le
corps du gène étaient significativement plus importantes sur les gènes localisés sur le
génome dominant transcriptionnellement par rapport à leurs ohnologues localisés sur les
fragments chromosomiques synténiques (K. A. Bird et al., 2021 ; Chalhoub et al., 2014).
Cette observation est surtout marquée pour le contexte CG (K. A. Bird et al., 2021).

Chez le pommier, nous avons observé un résultat similaire. En effet, les méthylations
associées au contexte CG sont significativement différentes pour les paires 1-7, 2-15 et 3-11.
Les fragments chromosomiques ayant accumulé un taux de méthylation significativement
plus élevé sont les fragments chromosomiques qui sont significativement plus exprimés que
leur ohnologue. Ces fragments chromosomiques sont aussi ceux participant le plus à la
variation phénotypique du pommier avec un nombre significativement plus important de
QTLs associés. Ce résultat est à pondéré par la méthode d’agrégation de p-value utilisée.
En effet, la méthode de Mudholkar et George est une méthode qui génère des p-values
extrêmes, très proches de 0 ou de 1 et qui a tendance à être conservatrice. Ainsi, une
agrégation avec la méthode de Fisher permet par exemple d’observer un déséquilibre
statistiquement significatif pour l’ensemble des paires de fragments ohnologues excepté la
paire 9-17. Un résultat similaire, bien qu’avec une différence moins marquée, sont observé
pour les méthylations en contexte CHH et CHG. Ces observations peuvent s’expliquer
en partie par le fait que pour ces deux contextes de cytosines, le nombre de positions
observées est beaucoup plus important. Ainsi, dans l’ensemble de ces positions, un plus
grand nombre de cytosines avec des ratios de méthylation à zéro vont avoir tendance
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à abaisser les valeurs médianes des distributions des taux de méthylation. De plus, la
distribution des médianes avec des populations d’effectifs plus importants ont pu amener
à des différences lissées entre les distributions.

Ensuite les méthylations de l’ADN en amont des gènes ont été analysées. Ces mé-
thylations ont été associées chez les cellules eucaryotes, pour les trois contextes, à une
répression de l’expression des gènes associés (Anastasiadi et al., 2018). Ainsi, chez le peu-
plier, il a été observé un lien entre une hyperméthylation en amont des gènes et une
baisse du niveau de transcription du gène (L. Liang et al., 2019 ; Y. Zhang et al., 2020).
Chez M. domestica, nous avons observé un déséquilibre significatif pour les paires 1-7,
2-15 et 3-11. La paire 1-7, dont le chromosome 1 présente le plus grand nombre de QTLs
et de gènes surexprimés, présente un pourcentage significativement moins important de
cytosines méthylées sur le chromosome 1. Cette observation est aussi valable pour les
cytosines localisées dans la région 500 bp et 100 bp en amont du TSS. Pour la paire 2-15
dont le chromosome 2 a été associé à un nombre significativement plus important de gènes
surexprimés par rapport à leurs ohnologues, c’est le chromosome 2 qui présente un taux
de méthylation plus important en amont des gènes (500 bp et 100 bp). Pour la paire 3-
11, dans laquelle le chromosome 3 porte significativement plus de QTLs et présente un
nombre significativement plus important de gènes différentiellement exprimés, nous avons
identifié que le chromosome 11 est significativement plus méthylé pour les trois contextes
et pour les régions 500 bp et 100 bp.

Enfin, nous avons étudié les méthylations de l’ADN dans l’environnement génique qui
a été défini comme 2 kb en amont et en aval des gènes ohnologues, à l’image de ce qui
avait été fait pour l’analyse de ETs. En effet, le lien entre les ETs et les méthylations de
l’ADN a été fait chez différentes espèces, notamment végétales comme l’allopolyploïde, A.
thaliana (M. Chen et al., 2008 ; Madlung et al., 2002) mais aussi B. rapa (Cheng et al.,
2016), B. napus (Xu et al., 2009), Oryza minuta (Sui et al., 2014), T. aestivum (Shaked,
2001 ; Yaakov & Kashkush, 2011) ou le maïs (Eichten et al., 2013) et le riz (J. Zhang
et al., 2015). Les mécanismes qui permettent ce lien ont été associés avec le mécanisme de
la sous-dominance génomique. Ils seront décrits dans le chapitre discussion générale. Pour
le pommier, nous avons ici observé une différence significative pour les paires 1-7, 2-15
et 3-11. Pour les paires 1-7 et 2-15, ce sont les fragments chromosomiques synténiques
qui portent le plus de gènes surexprimés et de QTLs qui présentent un pourcentage
significativement plus grand de cytosines de méthylées. Pour la paire 3-11, le constat
est inverse, puisque c’est le chromosome 11, porteur de significativement moins de QTLs
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et de gènes surexprimés, qui présente les pourcentages les plus importants de cytosines
méthylées.

Nous avons testé si le nombre de position de cytosines dans les différents contextes
étaient similaires entre les fragments chromosomiques des paires synténiques considérées.
Tout d’abord, nous avons observé que les cytosines en contexte CHH étaient les plus
fréquente, devant les cytosines en contexte CHG puis en contexte CG, ce qui a été observé
chez différentes espèces et notamment le peuplier (L. Liang et al., 2019). L’ensemble des
paires sont significativement déséquilibrées pour les trois contextes et pour les différentes
régions à part les paires 9-17 et 2-15 qui présentent des différences moins marquées voir
pas de différences. Les chromosomes portants le plus de cytosines sont les chromosomes
qui sont dominants du point de vue de l’expression et, le cas échéant, du point de vue de
la participation au phénotype. Cette observation a été reliée en partie avec les gènes non
commutants. En effet, nous avons observé que les 25 gènes les plus différents en termes de
nombre de cytosines sont significativement enrichis en gènes non commutants par rapport
aux autres couples de gènes des paires testées. À notre connaissance, ce type d’observation
n’a pas été faite dans d’autres organismes présentant des déséquilibres de méthylations de
l’ADN. Une des sources d’explications pourrait être des différences dans le contenu en GC
de l’ADN de certains chromosomes qui serait différent de leur chromosome ohnologue. De
plus, le tri-nucléotide CHH est le seul contexte à être non symétrique. Cette non symétrie
est relative au fait que le contexte CG sur l’un des brins d’ADN va présenter un brin
complémentaire avec le même motif. Le contexte CHG va présenter un motif symétrique
sur son brin complémentaire aussi. Pour le contexte CHH, ce n’est pas le cas, ce qui
pourrait aussi être une source d’explication.

8.5 Conclusion

Nous avons identifié 61 séquençages Bisulfite de M. domestica associés à différents
tissus. Après filtrage des séquençages suivant des critères de qualité, 36 séquençages com-
plets au bisulfite ont été téléchargés et alignés sur le génome de référence. Ces alignements
ont permis de calculer pour chacun des séquençages les rapports de méthylation pour cha-
cune des positions de cytosines, dans les contextes CHH, CHG et CG. Les rapports de
méthylations ont été traités séparément afin de tester si les fragments chromosomiques
synténiques présentent des taux de méthylations similaires dans les régions exoniques des
gènes ohnologues, en amont des gènes ohnologues ainsi que dans l’environnement des gènes
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ohnologues (2 kb en amont et en aval). Après agrégation des résultats via la méthode de
Mudholkar et George, les paires 1-7, 2-15 et 3-11 ont été identifiées comme significative-
ment déséquilibrées en termes de ratio de cytosines méthylées pour les trois contextes et
l’ensemble des régions analysées. Le sens des déséquilibres est corrélé avec le déséquilibre
de QTLs observé pour ces paires. Nous avons ici observé un nombre significativement dif-
férents de positions de cytosines dans les trois contextes pour l’ensemble des principales
paires de fragments chromosomiques synténiques. Pour les cytosines associées au contexte
CHH, présentant le plus grand différentiel, les 25 gènes avec le plus grand différentiel sont
associés à significativement plus de gènes non commutants qu’un nombre équivalent de
gènes sélectionnés au hasard. Cette observation pourrait expliquer en partie l’important
et stable différentiel d’expression de ces gènes non commutants.
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Chapitre 9

DISCUSSION GÉNÉRALE

9.1 Analyse du déséquilibre de QTL

Nous avons analysé un ensemble de 1528 QTLs associés à une grande diversité de
traits phénotypiques. De plus le jeu de données QTLs a été construits afin de limiter
l’introduction de biais notamment de sur-représentation lié a des QTLs dont les localisa-
tions seraient chevauchantes. Nous avons pu mettre en évidence des différences dans les
proportions de QTLs porté par les différents fragments synténiques ohnologues. Ainsi, les
paires 1-7, 3-11, 13-16 et 8-15 ont été identifiées comme significativement déséquilibrées
dans le nombre de QTLs localisés sur les segments synténiques.

Les mécanismes à l’origine du déséquilibre des QTLs, paraissent multiples. En effet,
nous avons pu cerner différents déséquilibres qui semblent participer, au moins en partie,
à la mise en place du déséquilibre de QTLs. Afin d’intégrer l’ensemble des analyses menées
au cours de la thèse, nous avons calculé un ensemble de corrélations entre les différents
indicateurs identifiés au cours de la thèse. L’intégration de l’ensemble des résultats a
été placée dans le dépôt https://forgemia.inra.fr/tanguy.lallemand/integrate-rna-seq-te.
Pour calculer les coefficients de corrélations, nous avons suivi le processus suivant. Pour
une paire de fragments synténiques, nous avons calculé la différence entre les valeurs
associées au premier fragment et au second fragment, gène à gène pour chacune des
valeurs extraites des analyses précédentes. Les valeurs considérées sont les valeurs de
pourcentages de rétention, de pression de sélection sous la forme du rapport ω, de nombre
de reads moyens associés au gène dans les expériences de transcriptomiques, de couverture
en ET et le nombre moyen de cytosines méthylées associées aux gènes ohnologues dans
les différents contextes de cytosines pour les expériences de bisulfite-Seq. Les corrélations
ont été calculées par la voie de la méthode de Pearson, puisque les données analysées sont
continues et une relation linéaire entre nos variables est attendue.

Nous avons cherché si des liens de corrélations pouvaient être identifiés à l’échelle du
génome entre les indicateurs étudiés. Les corrélations globales sont présentées en Figure
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Chapitre 9 – Discussion générale

9.1. Globalement, le niveau d’expression est corrélé positivement avec le niveau de mé-
thylation des exons. Le fractionnement biaisé du génome est corrélé négativement avec le
niveau de méthylation de l’ADN en amont des gènes et sur les régions exoniques, ainsi
que la couverture en ET. Pour finir, le niveau de méthylation en amont des gènes est
corrélé négativement avec la pression de sélection. Toutefois, les niveaux de corrélations
sont faibles, probablement à cause de la taille du jeu de données qui est importante et
d’un phénomène observé qui est de l’ordre de la tendance.
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Figure 9.1 – Carte thermique regroupant les coefficients de corrélation globaux entre les différents
indicateurs étudiés au cours de la thèse. Les corrélations sont faibles entre différents indicateurs. Néan-
moins, on peut observer que le niveau d’expression semble corrélé positivement avec la méthylation des
exons. Le fractionnement biaisé du génome est corréler négativement avec la méthylation de l’ADN en
amont des gènes et sur les régions exoniques, ainsi que la couverture en ET. Pour finir, la méthylation
en amont des gènes est corrélée négativement avec la pression de sélection.

Dans le but de préciser quels sont les liens entre les divers indicateurs en fonction des
paires de fragments chromosomiques synténiques, nous nous sommes intéressés aux cor-
rélations au niveau des paires. De plus, les différentes analyses ont montré que les paires
de fragments chromosomiques synténiques n’étaient pas toutes déséquilibrées, et pas au
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9.1. Analyse du déséquilibre de QTL

même degré. La Table, 9.1, présente les résultats numériques des corrélations entre les
différentes variables pour chacune des principales paires de fragments synténiques ohno-
logues. La Figure 9.2 intègre sous forme d’un ensemble de cartes thermiques l’ensemble des
résultats de corrélation associés aux principales paires analysées. Les matrices de disper-
sion associées à la régression linéaire sont présentées à titre d’exemple, pour la paire 1-7,
en Figure 9.4. Les autres matrices sont présentées en Figures supplémentaires (Figure
A.34, Figure A.35, Figure A.36, Figure A.36, Figure A.37, Figure A.38, Figure A.39,
Figure A.40). Les résultats des corrélations ainsi que les droites de régression, calculés
pour chaque paire de blocs chromosomiques synténiques, suggèrent l’existence de diffé-
rents liens entre les variables. Pour finir, la Figure 9.3 présente sous forme de GGM les
relations entre différentes variables. Un GGM permet de présenter les différentes variables
sous forme de nœuds et les corrélations sont représentées par les liens entre les nœuds.
L’épaisseur et la couleur du lien représentent le degré et le sens de la corrélation.

Figure 9.2 – Ensemble de cartes thermiques regroupant les coefficients de corrélation entre les diffé-
rents indicateurs pour toutes les paires de fragments chromosomiques ohnologues analysées.
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Figure 9.3 – Représentation des corrélations sous forme de GGM. Les différentes variables sont
représentées sous la forme de nœuds et les corrélations sont représentées par les liens entre les nœuds.
L’épaisseur et la couleur du lien présentent la force et le sens de la corrélation.

Afin de mieux comprendre la relation entre le déséquilibre de QTLs et les différents
mécanismes étudiés au cours de la thèse le plus fidèlement possible, nous nous sommes
attachés à décrire les corrélations en nous basant sur le niveau de transcription de gènes.
En effet, les QTLs présentent des effectifs faibles et tous les blocs de synténie ne sont pas
associés à des QTLs, ce qui rend l’analyse par corrélation difficile. Néanmoins, j’ai choisi
ici de m’appuyer sur l’hypothèse que le déséquilibre d’expression des gènes ohnologues
est la cause du déséquilibre d’identification de QTLs sur les fragments chromosomiques
ohnologues, comme le montrent les analyses de corrélation menées dans le chapitre 6 et
les données de la littérature (Renny-Byfield et al., 2017).

Tout d’abord, on peut observer le lien entre le déséquilibre transcriptionnel et le dés-
équilibre de méthylation des cytosines dans le contexte CG dans les régions exoniques.
Ainsi pour les paires de chromosomes 1-7, 2-15, 3-11, 9-17, 13-16 nous avons constaté une
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Figure 9.4 – Ensemble des matrices de dispersion des différentes variables et des lignes de régression
associées pour les paires 1-7. L’ensemble des valeurs médianes associées à chacun des blocs de synténie
sont représentées par un point. La droite de régression associée à la distribution est représentée par une
droite rouge.
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corrélation positive et forte entre ces deux variables. Cette tendance suggère que pour un
bloc synténique donné, la présence d’un déséquilibre en faveur d’un des chromosomes dans
la méthylation sur le corps du gène pour le contexte CG peut être lié à un déséquilibre
du niveau d’expression en faveur de ce même chromosome. Chez les paires 5-10, 6-14 et
08-15, nous n’avons pas noté de corrélations ayant un sens biologique, avec des corréla-
tions très faibles en termes de valeurs (< 0.07). Cette étude a été réalisée chez d’autres
organismes et notamment l’humain (S. Li et al., 2018) et le peuplier (L. Liang et al.,
2019), un organisme autopolyploïde chez qui une corrélation positive à été observée. Elle
pourrait s’expliquer par le fait que le niveau de méthylation du corps des gènes est associé
à leur niveau de transcription. Le niveau de méthylation serait ainsi un marqueur de la
transcription des gènes (Bewick & Schmitz, 2017 ; J. Choi et al., 2020). À l’inverse, chez
B. rapa, il a été constaté une anti-corrélation entre ces deux mécanismes (X. Chen et al.,
2015).

De même, on peut constater un lien de corrélation entre le déséquilibre du niveau
d’expression des gènes et le déséquilibre des taux de méthylation des cytosines en contexte
CHH en amont des gènes ohnologues. Ainsi pour les paires 1-7, 3-11 et 13-16, nous avons
observé une corrélation négative entre ces deux variables. Ce résultat suggère que plus le
déséquilibre d’expression génique médian du bloc de synténie augmente pour un fragment
chromosomique donné, moins le déséquilibre de méthylation des cytosines en amont des
gènes ohnologues est en faveur de ce fragment chromosomique. Les paires 2-15, 8-15 et
6-14 montrent un constat inverse. Les paires 5-10 et 9-17 ne montrent pas de corrélations
ayant un sens biologique entre le niveau d’expression des gènes et le déséquilibre des
taux de méthylation des cytosines en contexte CHH en amont des gènes ohnologues.
Les méthylations en amont des gènes sont suspectées comme ayant un effet répresseur
de la transcription du gène pour tous les contextes (Anastasiadi et al., 2018 ; Cokus
et al., 2008 ; Lister et al., 2008 ; H.-Y. Zhang et al., 2016). Il semble ici présenter un
profil peu reproductible avec trois paires corrélées positivement, trois négativement et
deux non corrélées, ce qui suggère un lien peu fiable et dont l’interprétation biologique
est compliquée. Néanmoins, la différence du nombre de cytosines en contexte CHH en
amont de paires de gènes ohnologues à pu être associée a un enrichissement en gènes non
commutants. Ce groupe de gènes présentant un déséquilibre transcriptionnel très fort est
ainsi lié à la méthylation en amont des gènes en contexte CHH et suggère que ce sont
plutôt le nombre de positions en amont des gènes qui influe sur l’expression des gènes.

Par ailleurs, nous avons aussi observé un lien entre le déséquilibre dans le niveau
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d’expression et la pression de sélection. En effet, nous avons observé pour les paires 1-7,
2-15, 6-14, 8-15, 13-16 une forte corrélation négative entre le niveau d’expression des gènes
et la pression de sélection. Les paires 3-11 et 5-10 ne présentent pas de corrélations, et
la paire 9-17 présente une modeste corrélation positive. Cette observation suggère qu’en
général plus le niveau global d’expression des gènes présents dans le bloc de synténie est
important, plus la valeur d’ω est petite. Ce type d’observation a été constaté chez d’autres
espèces de plantes et notamment le maïs (Pophaly & Tellier, 2015) et Brassica juncea (J.
Yang et al., 2016). Elles pourraient s’expliquer par l’hypothèse que les séquences les plus
exprimées sont les plus soumises à une pression de sélection allant vers une conservation
de la séquence afin de préserver la fonction.

Concernant le lien entre les ETs et le niveau de transcription, il semble qu’une cor-
rélation négative soit retrouvée chez les paires 2-15, 3-11 et 5-10. Ceci suggère que les
fragments chromosomiques d’une paire présentant les plus hauts niveaux d’expression
de gènes présentent des densités et des couvertures en ET en général plus faible. Les
paires 1-7, 8-15, 6-14, 9-17 et 13-16 ne présentent pas de corrélations ou une petite corré-
lation positive. Les ETs sont attendus comme ayant différents effets sur le génome et entre
autres un effet répresseur sur la transcription (Chuong et al., 2017). L’effet répresseur est
en particulier mis en place par une répression épigénétique via de la méthylation de l’ADN
et des modifications chimiques des histones (Lippman et al., 2004 ; Rebollo et al., 2011).

Concernant la relation entre le déséquilibre du taux de rétention des gènes et le dés-
équilibre transcriptionnel, nous avons globalement observé une corrélation positive. Ainsi
cette observation suggère que les fragments chromosomiques ohnologues comportant les
gènes les plus exprimés sont les moins fractionnés. Ce type de relation a été observé au
sein de différentes espèces (Z. Liang & Schnable, 2018) et notamment B. rapa (Cheng
et al., 2012) et C. bursa-pastoris (Z. Liang & Schnable, 2018). Chez M. domestica, nous
avons montré dans cette thèse, le lien entre le déséquilibre du taux de rétention des gènes
et le déséquilibre transcriptionnel pour les paires 2-15, 5-10, 6-14, 08-15 et 13-16. Cette
relation semble importante avec des corrélations positives et fortes. Les paires 1-7, 3-11
et 9-17 présentent de légères corrélations négatives ou pas de corrélations.

De l’ensemble de ces constatations, on peut déduire que globalement le déséquilibre
transcriptionnel est corrélé positivement avec le taux de rétention des gènes et la méthy-
lation de l’ADN dans le contexte CG des régions exoniques. À l’inverse, les méthylations
de l’ADN en amont des gènes en contexte CHH, la pression de sélection et la couverture
en ET sont inversement corrélés. Il est important de noter que toutes les observations
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décrites ici ne sont pas valables pour toutes les paires. Pour certaines paires, notamment
celles qui ne sont pas ou peu déséquilibrées notamment en termes de QTLs, comme les
paires 5-10 ou 9-17, nous n’avons pas identifié de corrélations entre les indicateurs ou
celles-ci sont trop faibles pour constituer une réalité biologique ou statistique. De même,
comme précisées, certaines paires déséquilibrées peuvent présenter des comportements
différents de ceux globalement attendus.

Table 9.1 – Résultats des corrélations de Pearson pour les couples de fragments chromosomiques
synténiques ohnologues

couple Variable Expression ET Omega
Méthylation
en amont
des gènes

Rétention
Méthylation
exon

01-07

Expression 1,00 0,12 −0,62 −0,32 −0,20 0,30
ET 0,12 1,00 −0,23 −0,54 0,41 0,07
Omega −0,62 −0,23 1,00 0,39 0,20 −0,22
Méthylation
en amont
des gènes

−0,32 −0,54 0,39 1,00 −0,65 −0,37

Rétention −0,20 0,41 0,20 −0,65 1,00 0,18
Méthylation
exon

0,30 0,07 −0,22 −0,37 0,18 1,00

02-15

Expression 1,00 −0,41 −0,98 0,77 0,30 0,12
ET −0,41 1,00 0,57 0,06 0,53 −0,94
Omega −0,98 0,57 1,00 −0,71 0,09 −0,28
Méthylation
en amont
des gènes

0,77 0,06 −0,71 1,00 −0,09 −0,39

Rétention 0,30 0,53 0,09 −0,09 1,00 −0,48
Méthylation
exon

0,12 −0,94 −0,28 −0,39 −0,48 1,00

03-11

Expression 1,00 −0,35 −0,04 −0,16 0,01 −0,16
ET −0,35 1,00 −0,38 −0,20 0,18 0,41
Omega −0,04 −0,38 1,00 0,29 −0,13 <0,001
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Table 9.1 continued from previous page

couple Variable Expression ET Omega
Méthylation
en amont
des gènes

Rétention
Méthylation
exon

Méthylation
en amont
des gènes

−0,16 −0,20 0,29 1,00 −0,31 −0,08

Rétention 0,01 0,18 −0,13 −0,31 1,00 −0,02
Méthylation
exon

−0,16 0,41 <0,001 −0,08 −0,02 1,00

05-10

Expression 1,00 −0,23 −0,03 0,01 0,24 −0,02
ET −0,23 1,00 0,12 0,32 −0,20 0,22
Omega −0,03 0,12 1,00 0,17 −0,25 0,15
Méthylation
en amont
des gènes

0,01 0,32 0,17 1,00 −0,32 <0,001

Rétention 0,24 −0,20 −0,25 −0,32 1,00 0,29
Méthylation
exon

−0,02 0,22 0,15 <0,001 0,29 1,00

06-14

Expression 1,00 0,30 −0,59 0,57 0,43 −0,47
ET 0,30 1,00 −0,19 0,72 −0,27 0,33
Omega −0,59 −0,19 1,00 −0,21 0,10 0,57
Méthylation
en amont
des gènes

0,57 0,72 −0,21 1,00 0,02 0,12

Rétention 0,43 −0,27 0,10 0,02 1,00 −0,44
Méthylation
exon

−0,47 0,33 0,57 0,12 −0,44 1,00

08-15

Expression 1,00 0,16 −0,13 0,27 0,41 −0,44
ET 0,16 1,00 0,31 −0,11 −0,58 0,03
Omega −0,13 0,31 1,00 −0,78 −0,13 −0,33
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Table 9.1 continued from previous page

couple Variable Expression ET Omega
Méthylation
en amont
des gènes

Rétention
Méthylation
exon

Méthylation
en amont
des gènes

0,27 −0,11 −0,78 1,00 −0,01 0,23

Rétention 0,41 −0,58 −0,13 −0,01 1,00 −0,35
Méthylation
exon

−0,44 0,03 −0,33 0,23 −0,35 1,00

09-17

Expression 1,00 −0,02 0,21 0,04 0,06 0,23
ET −0,02 1,00 −0,28 0,25 −0,07 0,16
Omega 0,21 −0,28 1,00 0,24 0,01 0,09
Méthylation
en amont
des gènes

0,04 0,25 0,24 1,00 0,12 0,26

Rétention 0,06 −0,07 0,01 0,12 1,00 −0,30
Méthylation
exon

0,23 0,16 0,09 0,26 −0,30 1,00

13-16

Expression 1,00 0,28 −0,10 −0,52 0,56 0,60
ET 0,28 1,00 0,38 0,02 −0,04 0,26
Omega −0,10 0,38 1,00 0,26 0,09 −0,21
Méthylation
en amont
des gènes

−0,52 0,02 0,26 1,00 −0,25 −0,68

Rétention 0,56 −0,04 0,09 −0,25 1,00 0,38
Méthylation
exon

0,60 0,26 −0,21 −0,68 0,38 1,00

Par ailleurs, d’autres corrélations ont pu être observées entre les différents indicateurs.
Ainsi, le relâchement de la contrainte sélective est corrélé positivement avec l’augmenta-
tion de la couverture en ET nommément pour les paires 1-7, 2-15, 5-10, 6-14, 8-15. Les
paires 3-11, 9-17 et 13-16 présentent peu de corrélation entre ces variables ou une corréla-
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tion négative. Cette observation peut s’expliquer d’un point de vue biologique. En effet,
l’intégration d’ETs dans la séquence d’ADN va aboutir à un ω qui augmente ou à l’inverse
une levée de la pression de sélection sur la séquence va favoriser l’intégration d’ETs. La
relation entre ces deux mécanismes a été observée dans la littérature, en particulier chez
les plantes (J. Huang et al., 2015 ; Pontarotti, 2015 ; D. Zhao et al., 2016) mais a aussi été
observé chez d’autres organismes et notamment l’humain (Jin et al., 2012). Nous avons
aussi identifié le taux de rétention comme considérablement anti-corrélé avec la méthyla-
tion en amont des gènes pour les paires 1-7, 2-15, 5-10, 6-14, 8-15, 9-17 et 13-16. Cette
corrélation est partagée par l’ensemble des paires analysées. Ce type de lien a été constaté
en amont des gènes chez les sous-génomes du maïs (Renny-Byfield et al., 2017) et dans le
génome de B. rapa (X. Chen et al., 2015). De même, le taux de rétention est fortement
anti-corrélé avec la méthylation exonique des gènes pour les paires 1-7, 2-15, 6-14, 8-15
et 9-17. Les paires 3-11 et 13-16 ne présentent pas de corrélations. De telles observations
ont été faites en particulier chez B. oleracea (Parkin et al., 2014).

Ainsi nous avons pu observer des corrélations importantes et partagées par une majo-
rité des paires de chromosomes synténiques entre les divers indicateurs analysés au cours
de la thèse. Ces corrélations, notamment avec le déséquilibre de transcription, suggèrent
que le déséquilibre de QTLs observé chez le pommier pourrait être expliqué, au moins en
partie, par ces différents processus. Ainsi, nous pouvons émettre l’hypothèse d’un méca-
nisme expliquant le déséquilibre de QTLs qui reposerait sur un déséquilibre de l’expres-
sion des gènes. Ce déséquilibre transcriptionnel serait causé par des déséquilibres dans la
couverture et la densité en ET, à l’origine de différences épigénétiques qui modifieraient
l’expression des gènes associés. À cela s’ajouterait une pression de sélection relâchée sur
les gènes les moins transcrits qui aboutirait à la perte préférentielle de ces gènes.

9.2 La dominance de sous-génome

Nous avons observé un déséquilibre en QTLs entre régions synténiques pour le génome
du pommier, qui peut être expliqué par un ensemble de déséquilibres au sein du génome,
transcriptome et épigénome. L’ensemble des observations faites et les liens entre les diffé-
rents indicateurs testés sont globalement en accord avec la littérature dans le contexte de
dominance d’un sous-génome par rapport à l’autre (Eichten et al., 2013 ; Renny-Byfield
et al., 2017 ; Woodhouse et al., 2014 ; M. Zhao et al., 2017). Le mécanisme de la dominance
de sous génome a été observé chez différents organismes allopolyploïdes et les mécanismes
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régissant ce processus ont été modélisés. Le schéma présenté en Figure 9.5 présente le
mécanisme consensus. Le choc génomique dû à la duplication complète du génome serait
à l’origine d’une activation massive des ETs qui aboutirait à une explosion du nombre
d’ETs insérés de novo. Chez les allopolyploïdes, les différences de proportion d’ETs entre
les sous-génomes avant hybridation pourraient être à l’origine des différences de répartition
des ETs dans le génome. Les ETs étant fortement reliés à la dynamique de méthylation
de l’ADN dans les régions voisines de leur lieu d’insertion, les différences d’ETs vont ainsi
être retrouvées au niveau de la méthylation de l’ADN (C. M. Vicient & Casacuberta,
2017). Ce déséquilibre épigénétique peut alors impacter l’équilibre transcriptionnel entre
les couples de gènes synténiques (Contreras et al., 2015). Ce changement dans l’équilibre
transcriptionnel de l’organisme va avoir des conséquences diverses et en particulier va être
à l’origine des différences de participation au phénotype de l’organisme et de la pression
de sélection appliquée aux séquences codantes ohnologues. Dès lors, les différences de
pression de sélection appliquée, une participation moindre à la production de protéines
et au phénotype de l’organisme, ainsi que des proportions plus importantes d’ETs vont
aboutir à une différence de rétention de gènes entre les deux sous-génomes post-WGD.
Ce biais de fractionnement du génome va renforcer les processus précédemment décrits et
mettre en place une domination durable d’un des sous-génomes par rapport à l’autre. Ces
différentes assertions sont supportées par des éléments observés chez différentes espèces
avec des WGDs. Ainsi, la relation causale entre le déséquilibre transcriptionnel et le biais
de fractionnement a été modélisée (J. C. Schnable & Freeling, 2011 ; J. C. Schnable et al.,
2011). Ces modèles suggèrent que la présence de l’un des deux biais suppose la présence
de l’autre biais. De plus, ce modèle suggère que les couples de gènes équilibrés en termes
de niveau d’expression sont moins sujets au fractionnement. En effet, la perte de l’un
des gènes entraîne la perte de 50 % de l’expression totale de la paire de gènes. Dans le
cas de paires où l’expression est biaisée, la perte du gène moins exprimé n’entraînera pas
de conséquences importantes d’un point de vue de la production protéique (Garsmeur
et al., 2014 ; Woodhouse et al., 2014). Ainsi, l’étude du fractionnement du génome pour-
rait permettre en première approche de tester si l’organisme considéré pourrait être sujet
au phénomène de dominance de sous-génome. De même, le lien entre l’évolution de sé-
quences, estimée par le Ks, le biais de fractionnement et le déséquilibre transcriptionnel a
été observé et une tendance semble se dégager. Le Ks, représentant le temps de divergence,
ne semble pas influer sur l’existence ou non d’une dominance de sous-génome (Garsmeur
et al., 2014). Ainsi, il a été observé des dominances de sous-génome chez des organismes
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avec des WGDs anciennes et récentes. Néanmoins, le lien entre le fractionnement biaisé
du génome et la dominance de sous génome a été observé chez de nombreuses espèces
avec un ratio de fractionnement à partir de 1,17 chez A. thaliana (Thomas et al., 2006),
Sorghum bicolor (J. C. Schnable et al., 2012), B. rapa (Cheng et al., 2012 ; X. Wang et al.,
2011) et le maïs (J. C. Schnable et al., 2011 ; Woodhouse et al., 2010)

Jusqu’à présent, à notre connaissance, le mécanisme de dominance de sous-génome n’a
été observé que chez des espèces allopolyploïdes. La dominance de sous-génome n’a jamais
été observée chez des espèces autopolyploïdes. Par exemple, chez le poirier qui partage
avec le pommier la WGD commune aux Pomoidae, il n’a pas été identifié de déséquilibre
dans le fractionnement, le niveau d’expression des gènes et la méthylation des gènes et de
leur environnement génique proche (Q. Li et al., 2019). Ce constat est néanmoins sujet à
caution, car l’étude a été conduite à l’échelle du génome et non à l’échelle des paires de
chromosomes comme fait dans les analyses menées au cours de cette thèse. Cette méthode
présente le risque de lisser les différences entre les zones synténiques les plus différentes.
La dominance de sous-génome n’a pas été identifiée chez d’autres autopolyploïdes comme
le peuplier (Y. Liu et al., 2017).

Néanmoins, au cours de nos analyses, nous avons pu identifier des déséquilibres signi-
ficatifs dans ces différents processus chez le pommier. Ainsi, nous avons notamment pu
identifier un déséquilibre dans les proportions de QTLs porté par les fragments chromo-
somiques synténiques, le fractionnement du génome, l’expression des gènes, la couverture
et la densité en ETs, la méthylation de l’ADN dans les régions exoniques des gènes ohno-
logues et la méthylation en amont des gènes ohnologues. Ces déséquilibres ne concernent
pas systématiquement toutes les paires de fragments chromosomiques synténiques tes-
tées. Ainsi, il semblerait que le pommier présente un processus proche de celui de la
sous-dominance génomique, mais qui s’appliquerait à l’échelle des paires de fragments
chromosomiques synténiques. Ce processus pourrait être décrit par le terme de domi-
nance sous-chromosomique. Ce type d’observation n’a encore jamais été faite chez un
autopolyploïde.

Afin d’expliquer ces différents déséquilibres, nous proposons un modèle de mécanisme
qui pourrait rassembler toutes ces observations sur le pommier. Ce mécanisme est résumé
dans la figure 9.6. Ainsi, le pommier aurait connu une phase d’explosion des ETs qui a
suivi la WGD. Cette explosion a été identifiée chez le pommier (Daccord et al., 2017) et
datée à 21 millions d’années (Daccord et al., 2017). Ce type de processus est retrouvé
chez différentes espèces dans lesquelles une augmentation du nombre d’ET a été observée
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Figure 9.5 – Schémas des mécanismes post-WGD et de la dynamique des ETs. Issu de (C. M. Vicient
& Casacuberta, 2017). La WGD est suivie par une levée de la répression des ETs. Cette levée va mobiliser
les ETs et induire des changements dans la régulation des gènes proches d’ETs. L’explosion du nombre
d’ET va produire de nouvelles insertions qui vont aussi modifier la régulation des gènes. La répression
épigénétique des ETs est rétablie après quelques générations. Néanmoins, la régulation et l’expression des
gènes proches des ETs restent modifiées. De même les ETs ont un rôle important dans la diploïdisation
en particulier via le mécanisme de recombinaison qui aboutit à des délétions et des réarrangements
chromosomiques.
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Figure 9.6 – Schéma récapitulatif du mécanisme hypothétique mis en œuvre dans le génome de la
pomme. Après la WGD, le génome de l’ancêtre commun des Maloidae est passé de 9 à 18 chromosomes.
Rapidement après la WGD, une explosion d’ET s’est produite, entraînant une augmentation de la taille
du génome. Cette explosion d’ET a probablement été biaisée et suivie d’importantes méthylations de
l’ADN. Ces mécanismes permettent d’établir un réarrangement chromosomique qui entraînera à un gé-
nome de 17 chromosomes. De plus, ces mécanismes mettent en place des biais qui vont conduire à un
biais d’expression des gènes entre les différentes paires de chromosomes, une perte préférentielle des gènes
dupliqués sur certains chromosomes par rapport à leurs ohnologues et une participation différente des
fragments chromosomiques ohnologues aux variations phénotypiques.

en post-WGD (McClintock, 1984). Cette explosion d’ET s’est faite de façon inégale et
certains chromosomes ont vu l’insertion de plus d’ET que leur ohnologue. Ce biais dans
les proportions d’ETs porté par les chromosomes ohnologues a entraîné un déséquilibre
de la méthylation de l’ADN entre les régions ohnologues. Les méthylations de l’ADN sont
associées au niveau de transcription des gènes proches par le biais d’un processus de ré-
pression de l’expression des gènes. Ainsi, le déséquilibre des niveaux de méthylations est
impliqué dans la mise en place d’un déséquilibre de l’expression des gènes. Ces différences
transcriptionnelles pourraient alors conduire à un biais dans la méthylation de l’ADN du
corps du gène et à des variations dans la participation au phénotype de l’organisme entre
les segments chromosomiques ohnologues. Ce déséquilibre peut s’observer notamment à
l’aide du déséquilibre de QTLs. On peut également imaginer que ces différences d’ex-
pression entre les gènes ohnologues, que l’on attend comme présentant des fonctions et
des niveaux d’expressions similaires, puissent être à l’origine de différences de pression de
sélection sur les gènes puisque les gènes les moins transcrits sont moins susceptibles d’être
sous pression de sélection. De plus, l’insertion d’ETs associée à une levée de la pression
sélective pourrait aboutir à une différence dans la perte de gènes entre les régions synté-
niques. Nous n’avons pas encore constaté un tel phénomène au sein du pommier, bien que
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des corrélations négatives entre le rapport ω et la méthylation en amont des gènes ainsi
que l’expression aient été observées. Cela pourrait être dû à l’âge récent de la WGD qui
n’a pas encore permis la mise en place d’un tel mécanisme. Contrairement à ce qui a été
observé chez les espèces allopolyploïdes, le mécanisme dont nous faisons l’hypothèse ici
serait beaucoup plus lent à se mettre en place, car les différences d’ET originelles entre
fractions de chromosomes ohnologues sont beaucoup moins marquées voir inexistantes
comparées aux chez les espèces issues d’une polyploïdisation par allopolyploïdie.

D’un point de vue de la temporalité, notre modèle présume d’une explosion des ETs
dans un temps proche suivant la WGD afin que les différents processus découlant du
déséquilibre supposé d’ET se mettent en place. Les WGD sont une source de grands
changements dans la structure du génome dupliqué, ce qui peut être à l’origine d’une levée
de la répression épigénétique qui mène à des activations massives d’ETs. Une explosion
d’ETs a été observée chez le pommier. Celle-ci a été datée par une approche se basant
sur un taux estimé de mutation des ETs (Lander et al., 2001). L’explosion d’ETs a ainsi
été datée à 21 millions d’années (Daccord et al., 2017). Par ailleurs, notre estimation de
la datation de la WGD par extrapolation linéaire du Ks estime la WGD à 27 millions
d’années. Cette estimation est confirmée par les estimations les plus récentes qui suggèrent
une WGD ayant eu lieu entre 13 et 27 millions d’années (Su et al., 2021). Ces différentes
échelles de temps semblent cohérentes avec le modèle présenté ici.

De cette façon, nous avons pu identifier un ensemble de relation entre les différentes
analyses menées au cours de cette thèse. Le déséquilibre de QTLs observé entre certains
fragments chromosomiques synténiques semble être lié à un ensemble de déséquilibres.
Ainsi, un déséquilibre transcriptionnel a été observé. Celui-ci est corrélé positivement
avec la surfractionnation du génome et un taux important de méthylation de l’ADN des
régions exoniques en contexte CG. À l’inverse le déséquilibre des niveaux d’expression des
gènes est inversement corrélé avec une forte couverture en ETs, une méthylation de l’ADN
en amont des gènes importants et une pression de sélection relâchée. Ces observations
suggèrent la présence d’une sous-dominance génomique chez le pommier. Le processus de
mise en place de cette dominance est sans doute différent de celle telle quelle est conçue
pour les organismes allopolyploïdes. C’est ainsi que nous proposons un modèle de mise en
place de ce déséquilibre pour le pommier, un organisme autopolyploïde.

La polyploïdie est un mécanisme qui coïncide avec des périodes importantes de stress
comme des changements importants du climat ou des évènements géologiques impor-
tants (Koenen et al., 2021 ; .Novikova et al., 2018 ; Van de Peer et al., 2021 ; Van de Peer
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et al., 2017 ; S. Wu et al., 2020). Ainsi la polyploïdie semble être un mécanisme clé dans
la domestication et l’évolution de la réponse au stress (Renny-Byfield et al., 2014), et un
avantage sélectif par rapport aux stress biotiques et abiotiques (Van de Peer et al., 2017).

La relation entre la polyploïdie et la résistance aux pathogènes est complexe (King
et al., 2012) et semble liée à des réponses de type de "gene dosage" et surtout associée
à des caractères monogéniques. Néanmoins, il a été constaté chez différentes espèces que
les polyploïdes répondaient différemment aux stress biotiques par rapport aux diploïdes.
Par exemple, chez le tétraploïde de Glycine tabacina, il a été observé que celui-ci résiste
plus efficacement à Phakopsora pachyrhizi par rapport à son diploïde (Burdon & Mar-
shall, 1981). De même, le tétraploïde Trifolium pratense est plus résistant à Sclerotinia
trifoliorum que son progéniteur diploïde. De plus, chez des néo-polyploïdes synthétiques
d’un cultivar de pomme résistant monogénique, il a été observé une résistance accrue à
la tavelure causée par Venturia inequalis par rapport aux cultivars diploïdes (Hias et al.,
2018). Cette version polyploïde plus résistante au pathogène Riv6 de V. inequalis présente
un intérêt important dans la culture du pommier. Néanmoins, la résistance au Riv6 dans
les vergers a permis l’émergence de deux populations de V. inequalis (Leroy et al., 2013).

Par ailleurs, il a été confirmé que V. inequalis était un pathogène de l’ancêtre du
pommier, M. sieversii (Gladieux et al., 2010). Ainsi, il a été observé que globalement
il existait trois grandes populations de V. inequalis, dont l’une est retrouvée en Europe,
une en Asie centrale et une dans les montagnes orientales du Kazakhstan (Gladieux et al.,
2010). Les deux premières populations peuvent infecter les populations de Malus sauvages
(M. orientalis et M. sylvestris) et domestiquées (M. domestica). La dernière population
peut infecter les Malus siversii. L’étude de ces populations suggère, une séparation il y
a 24 000 ans, suivie d’une une co-évolution du pathosystème (Gladieux et al., 2010). Par
ailleurs, l’étude du génome de certaines souches V. inequalis a permis l’identification d’une
explosion d’ETs. Cependant, cette invasion d’ETs n’a pas été datée, la concomitance des
évènements ne peut donc être établie avec certitude. Il est néanmoins intéressant de noter
que les souches de V. inequalis infectant les poiriers ne sont pas concernées pas l’explosion
d’ETs (Gladieux et al., 2010). Étonnamment, il n’a pas été retrouvé non plus de sous
dominance génomique chez cette espèce (Q. Li et al., 2019). On peut alors se demander
si cette augmentation de la résistance aux pathogènes chez les organismes polyploïdes ne
pourrait pas être un moteur sélectionnant chez les pathogènes des organismes polyploïdes,
où la génération de matériel génétique supplémentaire pourrait être source d’innovations
génétiques plus rapides permettant une réponse aux résistances des hôtes ? Dans le cas de
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V. inequalis, cette co-évolution du pommier et de son pathogène très tôt après la WGD,
ainsi que les explosions d’ETs identifiées chez les deux espèces pourraient elles être la
trace d’une co-évolution de ce pathosystème ?

Nous avons donc identifié une dominance sous-chromosomique. Cette dominance a
des implications phénotypiques, en particulier via un déséquilibre de QTLs chez diffé-
rentes paires de fragments chromosomiques synténiques. Ainsi, on peut se demander si
l’identification de QTLs au sein du génome du pommier peut s’expliquer seulement par
une différence allélique de gènes, d’autant plus que nous n’avons pas identifié de diffé-
rence significative d’ω à l’échelle des fragments chromosomiques synténiques. De plus, il
est difficile de localiser finement les QTLs, rendant les analyses à l’échelle du gène com-
pliquée. Ainsi, on peut imaginer qu’une partie des QTLs résulte de la sous dominance
sous-chromosomique qui conduit à des différences d’environnements en ETs qui aboutit à
une différence dans le niveau de transcription des gènes, avec pour résultat final un effet
significatif sur le phénotype des plantes.
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CONCLUSION

Déséquilibres

Au cours de cette thèse, nous avons pu construire les blocs de synténie présents chez le
pommier à partir de différentes approches afin de générer un ensemble de paires de gènes
ohnologues les plus fiables possibles. À l’aide d’i-ADHoRe 3, nous avons pu identifier
16 779 couples gènes ohnologues répartis en 865 segments synténiques.

Nous avons alors pu récupérer 1528 QTLs et localiser un ensemble de 589 QTLs sur
le génome de haute qualité de GDDH13. Ces QTLs sont associés à une diversité de traits
phénotypiques non redondants. Nous avons alors pu identifier un déséquilibre dans les
proportions de QTLs porté par certaines paires de fragments chromosomiques synténiques
et notamment, les paires 1-7, 3-11, 13-16 et 8-15.

Dans l’intention d’expliquer ce déséquilibre de QTLs, nous avons mené différentes
analyses afin de dresser un état des lieux du génome, transcriptome et épigénome du
pommier.

En nous appuyant sur le génome du pêcher, nous avons réussi à étudier le fractionne-
ment du génome du pommier via deux méthodes. Nous avons pu déceler un déséquilibre
significatif des pourcentages de rétention de gènes pour les paires 1-7, 2-15, 3-11, 5-10,
6-14, 8-15, 9-17 et 13-16.

Nous avons construit par RBBH un ensemble de triplets composés de couples d’ohno-
logues de M. domestica et de leur plus proche orthologue P. persica. Ces triplets ont permis
de calculer les ratios ω associés à ces séquences codantes. Nous n’avons pas identifié de
déséquilibre dans la pression de sélection au sein des paires de fragments chromosomiques
synténiques.

Afin de tester l’équilibre transcriptionnel du pommier, nous avons récupéré et ana-
lysé 148 conditions de RNA-Seq de haute qualité avec 3 réplicats biologiques. Par le
biais d’analyses d’expression différentielles des gènes ohnologues au sein de chacune des
148 conditions, nous avons identifié de multiples gènes ohnologues comme significati-
vement différentiellement exprimés dans les différentes conditions testées. Après analyses
statistiques, nous avons pu mettre en évidence que les paires de segments chromosomiques
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ohnologues sont significativement différentes sur le plan du nombre de gènes surexprimés
à travers l’ensemble des expériences.

Nous avons identifié un ensemble de paires de fragments synténiques ohnologues comme
significativement différent en termes de couverture en ET. En particulier, les paires 1-7,
2-15, 6-14 et 8-15 apparaissent comme différentes en termes de couverture en ET. Cette
dynamique biaisée semble liée aux ET dans leur ensemble plutôt qu’à une classe ou une
sous-famille particulière. La présence élevée d’ET peut entraîner une méthylation élevée
de l’ADN dans ces régions. Ainsi, une distribution biaisée des ET pourrait provoquer des
déséquilibres dans la méthylation de l’ADN. Nous avons donc testé cette hypothèse.

À partir de 36 séquençages complets au bisulfite (de haute qualité) et associés à une
diversité de tissus, nous avons cherché à étudier la méthylation de l’ADN des segments
synténiques. Nous avons calculé les rapports de méthylation pour chacune des positions
de cytosine, dans les contextes CHH, CHG et CG. Nous avons identifié les paires 1-7, 2-15
et 3-11 comme significativement déséquilibrées en termes de ratio de cytosines méthylées
pour les trois contextes et l’ensemble des régions analysées. En analysant et en comparant
les comptages de positions de cytosines associées au contexte CHH entre les paires de gènes
ohnologues, nous avons identifié un enrichissement significatif en gènes non commutables
pour les gènes les plus différents en termes de nombre de positions CHH. Cette observation
pourrait être une source d’explication à la présence de cet ensemble de gènes particulier.
Les gènes non commutants, identifiés lors de l’analyse de l’expression des gènes ohnologues,
regroupent des gènes qui ont un déséquilibre du niveau d’expression par rapport à son
ohnologue, similaire dans au moins 85 % des expériences de transcriptomiques analysées.

Perspectives

Nous avons mis en évidence un ensemble de déséquilibre génétique, transcriptomique
et épigénétiques dans le génome du pommier et en particulier le génome de Golden De-
licious double haploïde. Afin d’aller plus loin, il pourrait être intéressant d’étudier si ces
déséquilibres peuvent aussi être identifiés chez d’autres génomes séquencés de pommier
domestiqué (M. domestica), et notamment le génome homozygote HFTH1 de Hanfu issus
d’un croisement entre Dongguang x Fuji ou le génome de Gala (X. Sun et al., 2020).
Ces analyses pourraient être particulièrement intéressantes, notamment dans le cas de
HFTH1, où d’importantes variations génomiques ont été observées, principalement liées
aux ET (L. Zhang et al., 2019). Par ailleurs, il pourrait être intéressant de vérifier si
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ces mécanismes sont aussi existants chez des pommiers sauvages comme M. sieversii. En
effet, cet organisme n’a pas subi de sélection pour des traits d’intérêt agronomique. Il
pourrait ainsi être intéressant de voir si un déséquilibre associé au niveau de QTLs ou
d’autres mécanismes existe aussi. En générant un assemblage de novo à l’aide des infor-
mations transcriptomique générée en parallèle d’un séquençage, il pourrait être possible
de produire le séquençage et les études génomiques et transcriptomiques similaires à celles
produites pendant cette thèse.

Par ailleurs, il pourrait être intéressant de vérifier si un tel mécanisme pourrait être
retrouvé chez le poirier. En effet, il n’a pas été identifié de sous-génome dominance dans
une étude récemment publiée (mais utilisant une méthodologie différente de la nôtre),
le fait d’identifier une sous-dominance chromosomique pourrait confirmer les différences
mécanistiques entre les dominances associées aux autopolyploïdes et les autopolyploïdes.
Pour finir, nous avons exploré un certain nombre de déséquilibres qui sont connus comme
ayant un rôle dans la sous-dominance génomique. Néanmoins, certains d’entre eux et en
particulier, les modifications d’histones, n’ont pas été analysés. En effet, il a été identifié
chez le coton des réorganisations importantes de la dynamique tridimensionnelle de la
chromatine associée à des différences dans le profil des modifications des histones (M.
Wang et al., 2018). De même, nous avons identifié des ensembles de gènes particuliers et
présentant des caractéristiques étonnantes. Ainsi, les gènes non-commutant ainsi que leur
lien avec les gènes les plus différents en termes de nombre de positions de cytosines en
contexte CHH font de cet ensemble de gènes une piste intéressante à investiguer.
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Annexe A

APPENDICES

A.1 Étude du fractionnement génomique chez le pom-
mier

Figure A.1 – Distribution des pourcentages de rétention des gènes ohnologues de M. domestica en
utilisant une fenêtre glissante de 100 gènes le long du chromosome 2 de P. persica. Chaque ligne colorée
représente le pourcentage de rétention d’un chromosome du pommier.
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Figure A.2 – Distribution des pourcentages de rétention des gènes ohnologues de M. domestica en
utilisant une fenêtre glissante de 100 gènes le long du chromosome 2 de P. persica. Chaque ligne colorée
représente le pourcentage de rétention d’un chromosome du pommier.
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Figure A.3 – Distribution des pourcentages de rétention des gènes ohnologues de M. domestica en
utilisant une fenêtre glissante de 100 gènes le long du chromosome 2 de P. persica. Chaque ligne colorée
représente le pourcentage de rétention d’un chromosome du pommier.
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Figure A.4 – Distribution des pourcentages de rétention des gènes ohnologues de M. domestica en
utilisant une fenêtre glissante de 100 gènes le long du chromosome 2 de P. persica. Chaque ligne colorée
représente le pourcentage de rétention d’un chromosome du pommier.
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Figure A.5 – Distribution des pourcentages de rétention des gènes ohnologues de M. domestica en
utilisant une fenêtre glissante de 100 gènes le long du chromosome 2 de P. persica. Chaque ligne colorée
représente le pourcentage de rétention d’un chromosome du pommier.
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Figure A.6 – Distribution des pourcentages de rétention des gènes ohnologues de M. domestica en
utilisant une fenêtre glissante de 100 gènes le long du chromosome 2 de P. persica. Chaque ligne colorée
représente le pourcentage de rétention d’un chromosome du pommier.
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Figure A.7 – Distribution des pourcentages de rétention des gènes ohnologues de M. domestica en
utilisant une fenêtre glissante de 100 gènes le long du chromosome 2 de P. persica. Chaque ligne colorée
représente le pourcentage de rétention d’un chromosome du pommier.
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A.2 Évaluation de la pression de sélection des gènes
ohnologues

Figure A.8 – Distribution des taux de substitution non synonyme entre les chromosomes ohnologues
pour les différents modèles évolutifs implémentés dans PAML
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Figure A.9 – Distribution des taux de substitution synonyme entre les chromosomes ohnologues pour
les différents modèles évolutifs implémentés dans PAML

Figure A.10 – Distribution des taux ω entre les chromosomes ohnologues pour les différents modèles
évolutifs implémentés dans PAML

249



Figure A.11 – Distribution des taux de substitution non synonyme (Ka) entre les chromosomes
ohnologues

Figure A.12 – Distribution des taux de substitution synonyme (Ks) entre les chromosomes ohnologues
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Table A.1 – Résultats des tests de Wilcoxon et des tests de Kolmogorov-Smirnov à deux échantillons
pour la qualité de l’ajustement des valeurs de Ks (dS) et Ka (dN) entre les fragments chromosomiques
synténiques

couple p-value
de Wilcoxon

p-value de
Kolmogorov-Smirnov

Moyenne du
premier
chromosome

Moyenne du
second
chromosome

value

01-07 0,5138 0,8026 0,4144 0,4151 Ks

02-07 0,4152 0,6101 0,3765 0,3869 Ks

02-15 0,0425 0,9034 0,4212 0,4206 Ks

03-11 0,2526 0,9287 0,3919 0,3961 Ks

04-12 0,1517 0,8252 0,4193 0,4174 Ks

05-10 0,6242 0,9934 0,3881 0,3901 Ks

06-14 0,2185 0,9579 0,4101 0,4054 Ks

08-15 0,0171 0,6287 0,4213 0,4190 Ks

09-17 0,2596 0,9039 0,3898 0,3905 Ks

12-14 0,1457 0,8994 0,4023 0,4057 Ks

13-16 0,2671 0,9120 0,4116 0,4225 Ks

01-07 0,5609 0,9324 0,0942 0,0954 Ka

02-07 0,1268 0,9499 0,0917 0,0938 Ka

02-15 0,9030 0,9822 0,0920 0,0956 Ka

03-11 0,3412 0,9636 0,0931 0,0914 Ka

04-12 0,8816 0,8252 0,0964 0,0936 Ka

05-10 0,3131 0,9434 0,0888 0,0916 Ka

06-14 0,9676 0,7607 0,0960 0,0981 Ka

08-15 0,0078 0,5531 0,0953 0,0936 Ka

09-17 0,6978 0,8778 0,0907 0,0918 Ka

12-14 0,9353 0,8543 0,0943 0,0962 Ka

13-16 0,8163 0,9852 0,0935 0,0960 Ka
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A.3 Analyse de l’expression des gènes ohnologues

Figure A.13 – Résumés des différents indicateurs du pipeline de pseudomapping pour les 896 échan-
tillons (148 séries de séquençages RNA-Seq pairé avec au moins 3 réplicas). Ce graphe beeswarm présente
une vue globale de l’ensemble des principaux indicateurs de qualités liés au pipeline de pseudo aligne-
ment. Globalement l’ensemble des indicateurs assemble nominaux avec des taux d’alignements supérieurs
à 70 %, un nombre de reads alignés compris principalement entre 10 et 30 millions, un trimming bien
effectué par cutadapt, des pourcentages de GC autour de 50 %, des longueurs de reads entre 100 bp et
140 bp.
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Figure A.14 – Approximation de la distribution de la longueur du fragment observée.

Figure A.15 – Ce graphique montre le nombre de lectures avec certaines longueurs d’adaptateur
coupées. La présence de pic défini peut être liée à la longueur de l’adaptateur. Ici, on peut observer la
présence de pics en début de séquence puis à 60, 100, 120 et 140 bp ce qui correspond à des valeurs
attendues avec un filtre sur des tailles de reads à 500bp.
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Figure A.16 – Ce graphique montre le nombre total de reads séquencés. La couleur est associée au
fait que le reads soit unique ou dupliqué. Les valeurs annoncées sont des valeurs estimées puisque seules
les séquences qui apparaissent dans les 100 000 premières séquences de chaque fichier sont analysées.
Néanmoins chaque séquence identifiée est alors suivie jusqu’à la fin du fichier pour donner un compte
représentatif du niveau global de duplication. La détection des duplications nécessite une correspondance
exacte de la séquence sur toute sa longueur. Toute lecture d’une longueur supérieure à 75 bp est tronquée
à 50 bp pour cette analyse.
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Figure A.17 – Pour permettre une visualisation globale et lisible, seuls les scores de qualité moyens
sont tracés. En y est présenté le score de qualité. Le fond du graphique précise les valeurs attendues pour
considérer le séquençage de l’échantillon comme bon (en vert), moyen (orange) ou de mauvaise qualité
(rouge). Il est attendu que la qualité des reads se dégrade au fur et à mesure du séquençage, laissant les
qualues dernières bases tombées dans une qualité moyenne. Ce phénomène n’est pas alarmant.

Figure A.18 – Distribution du nombre de reads avec des scores de qualité moyens. Ce graphique va
permettre d’estimer si un sous-ensemble de reads est de mauvaise qualité.
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Figure A.19 – Distribution des pourcentagess d’appels de base à chaque position pour laquelle un
N a été appelé. La présence de N n’est pas anormale, mais si le pourcentage dépasse 15 %, cela suggère
un problème lors du séquençage de l’échantillon.

Figure A.20 – Distribution du contenu en GC moyen des reads. Pour une librairie aléatoire , la valeur
attendue est la distribution normale du contenu GC. Afin de s’adapter au contenu en GC du génome,
étudier, la distribution attendue est construite à partir d’un sous-ensemble de donnée prise dans le fichier
brut.
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Figure A.21 – La quantité totale de séquences surreprésentées trouvées dans chaque librairie. FastQC
permet de calculer les séquences surreprésentées dans les fichiers FastQ. En effet, une seule séquence peut
représenter un grand nombre de lectures dans un ensemble de données. Ainsi sur ce graphique la première
barre va représenter mes reads surreprésentés de la séquence la plus surreprésentée. La seconde barre va
montrer le nombre total pour toutes les autres séquences considérées comme surreprésentées. Comme
précédemment, ces chiffres sont des estimations puisque seules les séquences qui apparaissent dans les
100 000 premières séquences sont suivies jusqu’à la fin du fichier.
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Table A.2 – Comptages des cultivars associés aux analyses RNA-Seq utilisées

Cultivar Nombre Pourcentage
Zisai Pearl’ x ’Red Fuji 24 18,7500 %
Pink Lady- Cripps Pink 14 10,9375 %
Gala 14 10,9375 %
Honeycrisp 9 7,0313 %
Fuji 7 5,4688 %
apple 7 5,4688 %
Yanfu 7 6 4,6875 %
Ruixue 6 4,6875 %
Pink Lady 6 4,6875 %
Golden Delicious 5 3,9063 %
Grand Longfeng 4 3,1250 %
Golden delicous 4 3,1250 %
CG-935 4 3,1250 %
GL-3 4 3,1250 %
Nagafu No. 2 3 2,3438 %
Longfeng 2 1,5625 %
M9T337 2 1,5625 %
Rainbow 1 2 1,5625 %
M26 1 0,7813 %
Florina 1 0,7813 %
Vista Bella 1 0,7813 %
Qinguan 1 0,7813 %
Fulford Gala 1 0,7813 %
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Figure A.22 – Ensemble des distributions des pourcentages cumulés de la proportion de la librairie
qui a vu chacune des séquences adaptatrices à chaque position. Il est à noter que cette distribution est
cumulative, ce qui implique que la croissance du pourcentage en fin des séquences est attendue. De plus
la fin des reads présente de façon normale des adapteurs.

Table A.3 – Comptages des tissus associés aux analyses RNA-Seq utilisées

Tissus Nombre Pourcentage
Fruit 88 59,0604 %
Leaf 17 11,4094 %
Stigma-Style 14 9,3960 %
Skin 7 4,6980 %
Bud 5 3,3557 %
Shoot apex 4 2,6846 %
Apple Rootstock 3 2,0134 %
Ovule 3 2,0134 %
Hypanthium 2 1,3423 %
Stem apex 2 1,3423 %
Ovary wall 2 1,3423 %
Flower 1 0,6711 %
Stem 1 0,6711 %
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Table A.4 – Comptages des traitements associés aux analyses RNA-Seq utilisées

Traitement Nombre Pourcentage
Fruit devellopement 36 24,1611 %
Cold Storage 24 16,1074 %
Storage 18 12,0805 %
Pollination 14 9,3960 %
Light 7 4,6980 %
5-aminolevulinic acid 6 4,0268 %
Water 4 2,6846 %
Hand-pollinated 4 2,6846 %
Glucose 3 2,0134 %
GA3-treated 3 2,0134 %
Organ comparison 3 2,0134 %
Resistance to Fusarium proliferatum 3 2,0134 %
Resistance Gymnosporangium yamadae 2 1,3423 %
Seedling stage 2 1,3423 %
Rootstocks effect 2 1,3423 %
epibrassinolide 2 1,3423 %
N-acetylaspartate 2 1,3423 %
Resistance to Colletotrichum fructicola 2 1,3423 %
White-leaf mutants 1 0,6711 %
apple light green leaf mutants 1 0,6711 %
TRV_MdOPT3 1 0,6711 %
Normal leaf 1 0,6711 %
treatment of weakly flowering 1 0,6711 %
Scab-susceptible 1 0,6711 %
Gibberellin 1 0,6711 %
Piebald-leaf mutants 1 0,6711 %
thinned 1 0,6711 %
TRV_MdOPT3 – Control 1 0,6711 %
control of profusely flowering 1 0,6711 %
Scab-resistant 1 0,6711 %
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Figure A.23 – Histogramme de la distribution du nombre de fois où un gène est sur exprimé par rap-
port à son ohnologue. L’axe des abscisses (Gene couple) présente l’ensemble des couples de gènes ordonnés
le long du chromosome 3 et associés au fragment synténique 3-11. L’axe des ordonnées (Upregulation)
présente le nombre de fois où ce couple a été identifié comme significativement différentiellement exprimé
au sein d’une expérience. Les valeurs positives et associées ont une barre verte qui présente le nombre de
fois où c’est le gène associé au chromosome 3 qui a été identifié comme significativement surexprimé par
rapport à son ohnologue sur le chromosome 11. À l’inverse si la valeur est négative et associée à une barre
orange c’est le gène associé au chromosome 11 qui a été identifié comme significativement surexprimé
par rapport à son ohnologue sur le chromosome 3. Les traits horizontaux noirs représentent le seuil de
125 expériences utilisées pour le définir en tant que gène non commutant.
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Figure A.24 – Histogramme de la distribution du nombre de fois où un gène est sur exprimé par rap-
port à son ohnologue. L’axe des abscisses (Gene couple) présente l’ensemble des couples de gènes ordonnés
le long du chromosome 5 et associés au fragment synténique 5-10. L’axe des ordonnées (Upregulation)
présente le nombre de fois où ce couple a été identifié comme significativement différentiellement exprimé
au sein d’une expérience. Les valeurs positives et associés a une barre verte qui présente le nombre de
fois où c’est le gène associé au chromosome 5 qui a été identifié comme significativement surexprimé par
rapport à son ohnologue sur le chromosome 10. À l’inverse si la valeur est négative et associée à une barre
orange c’est le gène associé au chromosome 10 qui a été identifié comme significativement surexprimé
par rapport à son ohnologue sur le chromosome 5. Les traits horizontaux noirs représentent le seuil de
125 expériences utilisées pour le définir en tant que gène non commutant.
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Figure A.25 – Histogramme de la distribution du nombre de fois où un gène est sur exprimé par rap-
port à son ohnologue. L’axe des abscisses (Gene couple) présente l’ensemble des couples de gènes ordonnés
le long du chromosome 6 et associés au fragment synténique 6-14. L’axe des ordonnées (Upregulation)
présente le nombre de fois où ce couple a été identifié comme significativement différentiellement exprimé
au sein d’une expérience. Les valeurs positives et associés a une barre verte qui présente le nombre de
fois où c’est le gène associé au chromosome 6 qui a été identifié comme significativement surexprimé par
rapport à son ohnologue sur le chromosome 14. À l’inverse si la valeur est négative et associée à une barre
orange c’est le gène associé au chromosome 14 qui a été identifié comme significativement surexprimé
par rapport à son ohnologue sur le chromosome 6. Les traits horizontaux noirs représentent le seuil de
125 expériences utilisées pour le définir en tant que gène non commutant.
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Figure A.26 – Histogramme de la distribution du nombre de fois où un gène est sur exprimé par rap-
port à son ohnologue. L’axe des abscisses (Gene couple) présente l’ensemble des couples de gènes ordonnés
le long du chromosome 8 et associés au fragment synténique 8-15. L’axe des ordonnées (Upregulation)
présente le nombre de fois où ce couple a été identifié comme significativement différentiellement exprimé
au sein d’une expérience. Les valeurs positives et associés a une barre verte qui présente le nombre de
fois où c’est le gène associé au chromosome 8 qui a été identifié comme significativement surexprimé par
rapport à son ohnologue sur le chromosome 15. À l’inverse si la valeur est négative et associée à une barre
orange c’est le gène associé au chromosome 15 qui a été identifié comme significativement surexprimé
par rapport à son ohnologue sur le chromosome 8. Les traits horizontaux noirs représentent le seuil de
125 expériences utilisées pour le définir en tant que gène non commutant.
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Figure A.27 – Histogramme de la distribution du nombre de fois où un gène est sur exprimé par rap-
port à son ohnologue. L’axe des abscisses (Gene couple) présente l’ensemble des couples de gènes ordonnés
le long du chromosome 9 et associés au fragment synténique 9-17. L’axe des ordonnées (Upregulation)
présente le nombre de fois où ce couple a été identifié comme significativement différentiellement exprimé
au sein d’une expérience. Les valeurs positives et associés a une barre verte qui présente le nombre de
fois où c’est le gène associé au chromosome 9 qui a été identifié comme significativement surexprimé par
rapport à son ohnologue sur le chromosome 17. À l’inverse si la valeur est négative et associée à une barre
orange c’est le gène associé au chromosome 17 qui a été identifié comme significativement surexprimé
par rapport à son ohnologue sur le chromosome 9. Les traits horizontaux noirs représentent le seuil de
125 expériences utilisées pour le définir en tant que gène non commutant.
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Figure A.28 – Histogramme de la distribution du nombre de fois où un gène est sur exprimé par rap-
port à son ohnologue. L’axe des abscisses (Gene couple) présente l’ensemble des couples de gènes ordonnés
le long du chromosome 13 et associés au fragment synténique 13-16. L’axe des ordonnées (Upregulation)
présente le nombre de fois où ce couple a été identifié comme significativement différentiellement exprimé
au sein d’une expérience. Les valeurs positives et associés a une barre verte qui présente le nombre de
fois où c’est le gène associé au chromosome 13 qui a été identifié comme significativement surexprimé par
rapport à son ohnologue sur le chromosome 16. À l’inverse si la valeur est négative et associée à une barre
orange c’est le gène associé au chromosome 16 qui a été identifié comme significativement surexprimé
par rapport à son ohnologue sur le chromosome 13. Les traits horizontaux noirs représentent le seuil de
125 expériences utilisées pour le définir en tant que gène non commutant.
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Figure A.29 – Carte thermique des résultats des tests agrégés selon les conditions expérimentales.
L’axe des ordonnées présente les différentes conditions expérimentales testées. L’axe des abscisses présente
les différentes paires de fragments chromosomiques synténiques testées. La couleur de la cellule est associée
à la significativité du test agrégé par la méthode de Fisher. La cellule est colorée en bleu si la p-value
agrégée est significatif au seuil α = 5%.

A.4 Analyse des éléments transposables des gènes
ohnologues

267



&ODVV,, &ODVV,
�

��N

��N

��N

��N

��N

&ODVV

F
R
X
Q
W

(A) Répartition des classes des TEs associés aux gènes ohnologues (en orange) ou aux gènes non dupliqués
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(B) Répartition des sous-classes des TEs associés aux gènes ohnologues (en orange) ou aux gènes non
dupliqués par WGD (en vert)
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(C) Répartition des superfamilles des TEs associés aux gènes ohnologues (en orange) ou aux gènes non
dupliqués par WGD (en vert)

Figure A.30 – Répartition des classes, sous-classes, superfamilles des TEs associés aux gènes ohno-
logues (en orange) ou aux gènes non dupliqués par WGD (en vert)
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A.5 Étude des méthylations de l’ADN des gènes oh-
nologues

Table A.5 – Comparaison du nombre de cytosines considérées dans les régions exoniques des gènes
ohnologues pour les paires de fragments chromosomiques synténiques selon les contextes.

Couple
Nombre de cytosines
sur le premier
chromosome

Nombre de cytosines
sur le second
chromosome

Contexte p-value test
Binomial

01-07 436 155 329 786 CHH 2,4703 × 10−323

02-15 451 710 400 394 CHH 3,9525 × 10−323

03-11 559 023 490 656 CHH 3,9525 × 10−323

05-10 652 452 582 568 CHH 3,9525 × 10−323

06-14 380 386 273 662 CHH 2,4703 × 10−323

08-15 554 676 470 903 CHH 3,9525 × 10−323

09-17 498 775 486 059 CHH 1,3920 × 10−37

13-16 656 421 602 036 CHH 3,9525 × 10−323

01-07 122 932 92 819 CHG 1,4822 × 10−323

02-15 129 009 114 944 CHG 1,9373 × 10−178

03-11 153 717 133 273 CHG 6,9375 × 10−319

05-10 179 728 160 769 CHG 1,1619 × 10−231

06-14 106 951 76 890 CHG 1,4822 × 10−323

08-15 156 274 132 985 CHG 1,4822 × 10−323

09-17 139 106 135 280 CHG 2,8297 × 10−13

13-16 186 565 170 969 CHG 5,3560 × 10−150

01-07 94 528 71 872 CG 2,4703 × 10−323

02-15 103 207 90 509 CG 3,9627 × 10−183

03-11 115 062 98 598 CG 4,1953 × 10−278

05-10 132 792 120 038 CG 5,6567 × 10−142

06-14 82 835 60 234 CG <0,001
08-15 125 359 103 692 CG 1,4822 × 10−323

09-17 101 199 99 262 CG 1,5317 × 10−5

13-16 144 638 131 811 CG 1,7779 × 10−131
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(A) Boîtes à moustache de la distribution des rapports de méthylations des cytosines localisées 100 bp en
amont des gènes pour le contexte CG et groupées par paires de fragments chromosomiques synténiques.
Les paires 1-7, 2-15 et 3-11 présentent une différence significative.

(B) Boîtes à moustache de la distribution des rapports de méthylations des cytosines localisées 100 bp en
amont des gènes pour le contexte CHG et groupées par paires de fragments chromosomiques synténiques.
Les paires 1-7, 2-15 et 3-11 présentent une différence significative.

(C) Boîtes à moustache de la distribution des rapports de méthylations des cytosines localisées 100 bp en
amont des gènes pour le contexte CHH et groupées par paires de fragments chromosomiques synténiques.
Les paires 1-7, 2-15 et 3-11 présentent une différence significative.

Figure A.31 – Boîtes à moustache de la distribution des rapports de méthylations des cytosines loca-
lisées 100 bp en amont des gènes et groupées par paires de fragments chromosomiques synténiques. L’axe
des abscisses présente les paires de fragments chromosomiques synténiques. L’axe des ordonnées présente
les médianes des pourcentages des ratios de méthylations pour les différentes expériences analysées. Les
paires 1-7, 2-15 et 3-11 présentent une différence significative pour l’ensemble des contextes. *α< 5%
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(A) Boîtes à moustache de la distribution des rapports de méthylations des cytosines localisées en 2 kb
en amont et en aval des gènes pour le contexte CG et groupées par paires de fragments chromosomiques
synténiques. Les paires 1-7, 2-15 et 3-11 présentent une différence significative.

(B) Boîtes à moustache de la distribution des rapports de méthylations des cytosines localisées en 2 kb
en amont et en aval des gènes pour le contexte CHG et groupées par paires de fragments chromosomiques
synténiques. Les paires 1-7, 2-15 et 3-11 présentent une différence significative.

(C) Boîtes à moustache de la distribution des rapports de méthylations des cytosines localisées en 2 kb
en amont et en aval des gènes pour le contexte CHH et groupées par paires de fragments chromosomiques
synténiques. Les paires 1-7, 2-15 et 3-11 présentent une différence significative.

Figure A.32 – Boîtes à moustache de la distribution des rapports de méthylations des cytosines loca-
lisées en 2 kb en amont et en aval et groupés par paires de fragments chromosomiques synténiques. L’axe
des abscisses présente les paires de fragments chromosomiques synténiques. L’axe des ordonnées présente
les médianes des pourcentages des ratios de méthylations pour les différentes expériences analysées. Les
paires 1-7, 2-15 et 3-11 présentent une différence significative pour l’ensemble des contextes. *α< 5%
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(A) Boîtes à moustache de la distribution des rapports de méthylations des cytosines localisées sur
les régions exoniques des gènes pour le contexte pour le contexte CG groupés par paires de fragments
chromosomiques synténiques. Les paires 1-7, 2-15 et 3-11 présentent une différence significative.

(B) Boîtes à moustache de la distribution des rapports de méthylations des cytosines localisées sur les
régions exoniques des gènes pour le contexte CHG groupées par paires de fragments chromosomiques
synténiques. Les paires 1-7, 2-15 et 3-11 présentent une différence significative.

(C) Boîtes à moustache de la distribution des rapports de méthylations des cytosines localisées sur les
régions exoniques des gènes pour le contexte CHH groupées par paires de fragments chromosomiques
synténiques. Les paires 1-7, 2-15 et 3-11 présentent une différence significative.

Figure A.33 – Boîtes à moustache de la distribution des rapports de méthylations des cytosines loca-
lisées sur les régions exoniques des gènes groupées par paires de fragments chromosomiques synténiques.
L’axe des abscisses présente les paires de fragments chromosomiques synténiques. L’axe des ordonnées
présente les médianes des pourcentages des ratios de méthylations pour les différentes expériences ana-
lysées. Les paires 1-7, 2-15 et 3-11 présentent une différence significative pour l’ensemble des contextes.
*α< 5%
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Table A.6 – Comparaison du nombre de cytosines considérées 2 kb en amont et en aval des gènes
ohnologues pour les paires de fragments chromosomiques synténiques selon les contextes.

Couple
Nombre de cytosines
sur le premier
chromosome

Nombre de cytosines
sur le second
chromosome

Contexte p-value test
Binomial

01-07 670 899 508 097

CHH

3,9525 × 10−323

02-15 700 376 627 279 2,4703 × 10−323

03-11 874 532 767 030 3,9525 × 10−323

05-10 1 022 640 903 507 4,9407 × 10−323

06-14 587 980 420 963 2,4703 × 10−323

08-15 883 354 701 639 3,9525 × 10−323

09-17 770 524 744 945 6,8479 × 10−96

13-16 1 027 082 946 469 4,9407 × 10−323

01-07 142 843 108 623

CHG

1,4822 × 10−323

02-15 150 843 137 700 3,0948 × 10−132

03-11 176 690 153 407 2,4703 × 10−323

05-10 210 318 185 847 2,4703 × 10−323

06-14 124 855 88 990 2,4703 × 10−323

08-15 183 585 148 243 1,4822 × 10−323

09-17 160 520 154 313 1,9441 × 10−28

13-16 219 008 200 572 3,2118 × 10−178

01-07 133 870 102 580

CG

1,4822 × 10−323

02-15 141 183 126 943 1,5287 × 10−166

03-11 163 842 142 887 1,7541 × 10−313

05-10 190 983 171 267 1,9051 × 10−235

06-14 117 752 84 088 2,4703 × 10−323

08-15 177 432 142 186 2,4703 × 10−323

09-17 145 535 142 584 3,8870 × 10−8

13-16 205 488 189 433 5,5156 × 10−144
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Table A.7 – Comparaison du nombre de cytosines considérées 500 bp en amont des TSS pour les
paires de fragments chromosomiques synténiques selon les contextes.

Couple
Nombre de cytosines
sur le premier
chromosome

Nombre de cytosines
sur le second
chromosome

Contexte p-value test
Binomial

01-07 107 556 81 022 CHH 1,4822 × 10−323

02-15 112 213 102 536 CHH 7,5616 × 10−97

03-11 141 525 123 623 CHH 5,3266 × 10−265

05-10 163 550 147 633 CHH 3,9797 × 10−179

06-14 94 062 68 621 CHH 1,4822 × 10−323

08-15 137 080 114 307 CHH 1,4822 × 10−323

09-17 124 768 121 978 CHH 1,9688 × 10−8

13-16 165 638 154 098 CHH 1,3941 × 10−92

01-07 18 448 14 405 CHG 1,9569 × 10−110

02-15 19 459 18 351 CHG 1,2451 × 10−8

03-11 23 616 20 719 CHG 4,5125 × 10−43

05-10 28 040 24 618 CHG 2,7015 × 10−50

06-14 16 208 11 530 CHG 2,4476 × 10−174

08-15 23 849 19 749 CHG 6,3086 × 10−86

09-17 21 503 20 600 CHG 1,1022 × 10−5

13-16 28 577 26 482 CHG 4,4520 × 10−19

01-07 20 377 15 753 CG 5,1569 × 10−131

02-15 21 061 19 606 CG 5,5588 × 10−13

03-11 24 855 21 594 CG 9,9050 × 10−52

05-10 29 023 26 160 CG 3,6877 × 10−34

06-14 18 190 12 662 CG 1,7097 × 10−218

08-15 26 215 21 657 CG 1,7535 × 10−96

09-17 22 585 21 760 CG 9,1134 × 10−5

13-16 30 795 28 597 CG 1,9504 × 10−19
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A.6 Intégration des résultats

+����
�

����

+����
�

����

+����
�

����

+����
�

����

+����
�

����

+�� +� � +�� +� � +�� +� � +�� +� �
51$

7( 2PHJD
0HWK\ODWLRQ�

�XSVWUHDP

0HWK\ODWLRQ��JHQH�

�ERG\

7
(

2
P
H
J
D

0
H
W�

�X
S
VW
UH
D
P

0
H
W�

�J
H
Q
H
�

�E
R
G
\

5
H
WH
Q
WL
R
Q

Figure A.34 – Ensemble des matrices de dispersion des différentes variables et des droites de ré-
gression associées pour les paires 02-15. L’ensemble des valeurs médianes associées à chacun des blocs de
synténie sont représentées par un point. La droite de régression associée à la distribution est représentée
par une droite rouge.
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Figure A.35 – Ensemble des matrices de dispersion des différentes variables et des droites de ré-
gression associées pour les paires 3-11. L’ensemble des valeurs médianes associées à chacun des blocs de
synténie sont représentées par un point. La droite de régression associée à la distribution est représentée
par une droite rouge.
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Figure A.36 – Ensemble des matrices de dispersion des différentes variables et des droites de ré-
gression associées pour les paires 5-10. L’ensemble des valeurs médianes associées à chacun des blocs de
synténie sont représentées par un point. La droite de régression associée à la distribution est représentée
par une droite rouge.
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Figure A.37 – Ensemble des matrices de dispersion des différentes variables et des droites de ré-
gression associées pour les paires 6-14. L’ensemble des valeurs médianes associées à chacun des blocs de
synténie sont représentées par un point. La droite de régression associée à la distribution est représentée
par une droite rouge.
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Figure A.38 – Ensemble des matrices de dispersion des différentes variables et des droites de ré-
gression associées pour les paires 08-15. L’ensemble des valeurs médianes associées à chacun des blocs de
synténie sont représentées par un point. La droite de régression associée à la distribution est représentée
par une droite rouge.
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Figure A.39 – Ensemble des matrices de dispersion des différentes variables et des droites de ré-
gression associées pour les paires 09-17. L’ensemble des valeurs médianes associées à chacun des blocs de
synténie sont représentées par un point. La droite de régression associée à la distribution est représentée
par une droite rouge.
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Figure A.40 – Ensemble des matrices de dispersion des différentes variables et des droites de ré-
gression associées pour les paires 13-16. L’ensemble des valeurs médianes associées à chacun des blocs de
synténie sont représentées par un point. La droite de régression associée à la distribution est représentée
par une droite rouge.
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Annexe B

APPENDICES ARTICLES

B.1 Article accepté

Cet article accepté pour publication dans Acta Horticulturae a pour but d’accompagner
la présentation orale faite à l’International Horticultural Congress 2022 (IHC). Dans cet
article de conférence, nous avons décrit l’étude sur la pression de sélection appliquée sur
les couples de gènes ohnologues et l’analyse de l’expression des gènes ohnologues. Nous
avons choisi de soumettre ces deux parties de la thèse car elles nous permettaient, en
introduisant l’identification du déséquilibre de QTLs, de montrer un résultat fort, intégré
au sein d’un ensemble d’analyse reliée entre elles. De plus, cela nous a permis d’ouvrir
la discussion sur ces analyses avec un public expert de ces questions afin d’affiner nos
analyses.
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Chromosomal dominance in apple after Whole Genome
Duplication

Tanguy Lallemand¹a, Sébastien Aubourg¹, Jean-Marc Celton¹ and Claudine Landès¹
1 Université d’Angers, Institut Agro, INRAE, IRHS, SFR QUASAV, F-49000 Angers, France.

Abstract
Whole genome duplication (WGD) is a massive mechanism consisting in the

duplication of the entire genome. By increasing the size of the genome and removing
the selective constraint, WGD is an important driver of genetic innovation. The
Rosaceae family has experienced at least 3 WGD in its evolutionary history. For apple
(Malus domestica), which belongs to this family, an additional WGD occurred recently
(50 mYA). This WGD is well conserved and not found outside the Maloideae subfamily.
Apple is therefore an organism of choice to study the fate of duplicated genes after
WGD. In a previous analysis, a QTL disequilibrium was observed between ohnologous
chromosome pairs. The aim of this project is to identify the molecular mechanism
driving this observed disequilibrium. Using a turnkey Snakemake pipeline, our first
step was to compute the Ka/Ks ratio to estimate the selective pressure on ohnologous
gene pairs. Secondly, we compared the expression levels between ohnologous genes
using a large number of biological samples. Primary analyses indicate that while
Ka/Ks ratio does not differ between ohnologous genes, significant transcriptional
differences were identified at the chromosome level. This subgenome dominance
could explain in part the observed disequilibrium in the number of QTL carried by
the ohnologous chromosome pairs.

Keywords: Whole Genome Duplication, apple, bioinformatics, RNA-Seq, Ka/Ks, genome
evolution

INTRODUCTION
Different mechanisms leading to gene duplication have been described. The most

massive mechanism is the Whole Genome Duplication (WGD). This mechanism results in
two or more copies of the entire genome. WGD is relatively widespread in the eukaryotic
lineages and in particular in plants (Adams and Wendel, 2005; Soltis et al., 2004; Van de Peer
et al., 2021), and leads to an increase of genome size and number of genes. Since gene
redundancy removes selective constraints, WGD is an important evolutionary driver (Soltis
and Soltis, 2009). In the WGD context, paralogous genes are called ohnologous genes in
reference to Ohno (Ohno, 1970). Ohnologous genes are found in preserved order in the
duplicated segments, forming syntenic blocks that can be identified. Following WGD,
different mechanisms come into play to allow a return to ploidy (Freeling et al., 2015;
Vicient and Casacuberta, 2017), specifically chromosomal rearrangements and gene
conversion, and can involve transposable elements (TE). Moreover, many cases of
pseudogenization can eliminate one of the two copies of the gene for most of the duplicated
gene pairs (Lockton and Gaut, 2005). This evolution can be biased toward one subgenome
and referred to as fractionation bias (Woodhouse et al., 2010). Moreover, gene expression
can also be biased and is defined as subgenome dominance. These biases have been found in
different species, such as Brassica rapa (Wang et al., 2011; Cheng et al., 2012). From a
mechanistic point of view, subgenome dominance can be observed by comparing the
expression levels of ohnologous genes.
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Furthermore, it has been shown in different species that differences in TE density can
be related to differential gene expression. In B. rapa, an enrichment of TE in the
under-expressed subgenome was observed (Woodhouse et al., 2014). This mechanism is not
found in all species and does not seem to explain the mechanism of gene fractionation or
subgenome dominance. Similarly, differences in DNA methylation, mainly in regulatory
regions and in the three cytosine contexts (CG, CHH, CHG, with H standing for A, T or C have
been linked to subgenome dominance in some plant species (Zhao et al., 2017).

Other gene duplication mechanisms acting at different scales have been described.
Some of them lead to the duplication of a single gene. We can mention tandem duplication,
which results from an unequal crossing over (Zhang, 2003). There is also duplication by
replicative transposition, mediated by TE (Juretic et al., 2005), and retroduplication
obtained by reverse transcription of mRNAs (Brosius, 1991). Other mechanisms result in the
duplication of several genes. Besides the WGD, we can find segmental duplication, leading to
the duplication of small chromosome segments mediated by LINE sequences (Samonte and
Eichler, 2002).

Duplicated genes can have different fates. A large majority of them will be
pseudogenized and lost (Prince and Pickett, 2002) while others will be conserved without
having developed new functions designed as functional redundancy (Cui et al., 2006). Other
genes will be conserved due to sub-functionalization (Otto and Yong, 2002). Finally, some
genes will be neo-functionalized and acquire a new function (Hahn, 2009).

Quantitative Trait Loci (QTL) are loci related to the expression of phenotypic traits. In
a previous analysis (Lallemand et al., 2020) we located 541 QTL derived from the GDR
database (Jung et al., 2019) and associated with a diversity of phenotypic traits, on a
physical map of the apple genome. We observed that their proportion was statistically
unbalanced within the pair of ohnologous chromosomes. In this project, we tested whether
differences in ohnologous coding sequences or ohnologous gene transcription could be
found and associated  with the observed QTL disequilibrium.

MATERIALS AND METHODS
All scripts are written in Python (Oliphant, 2007) or R (Team, 2013). Statistical

analyses use Scipy (Virtanen et al., 2020). Workflows are handled with Snakemake (Köster
and Rahmann, 2012). Visualizations are produced with Plotly (Plotly Technologies Inc.,
2015).

Comparative evolution of ohnologous gene coding sequences: computation of Ka/Ks
To test for the biased coding sequence evolution hypothesis, we used the Ka/Ks ratio

which estimates the selective pressure applied on gene coding sequences (CDS). To test for
differences in the selective pressure applied to ohnologous genes, we calculated the Ka/Ks
between apple ohnologous genes against their closest orthologs in peach (Prunus persica), a
species that presents no additional WGD and a high quality genome sequence and
annotation (The International Peach Genome Initiative et al., 2013). Calculation of Ka/Ks
was performed using an ad hoc turnkey Snakemake pipeline. The first step of the pipeline
consisted in an alignment of the protein sequences using MUSCLE (Edgar, 2004). Then,
PAL2NAL (Suyama et al., 2006) was used to convert the obtained protein alignments to a
nucleic alignment. Nucleic alignment was then used by the YN00 program from the PAML
package (Yang and Nielsen, 2000) to compute Ka/Ks values of ohnologous genes. This
program computes the ratio of synonymous (Ks) and non-synonymous (Ka) mutation rates,
using an evolutionary model, and computes the selective pressure applied on the genes. We
used the Yang and Nielsen model (Yang and Nielsen, 2000) since it considers the difference
in transition-transversion rates and nucleotide observed frequencies.

The difference between Ka/Ks values between gene pairs at the chromosome level was
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tested using the Wilcoxon signed-rank test from Scipy (Virtanen et al., 2020). This
nonparametric paired test does not make assumptions regarding the normality of the
distribution of differences, calculates the difference between each set of matched pairs.

Transcriptomic disequilibrium
To test the subgenome dominance hypothesis, we compared the expression levels of

the ohnologous genes. For this analysis, we retrieved a set of publicly available RNA-Seq
experiments for Malus domestica (9578 biological samples). We applied quality filters and
downloaded the set of experiments passing our selection criteria : paired data, at least three
biological replicates, a total size of at least 2*10⁷ reads per sample and a minimum read size
of 100 nt. This selection and download were performed via an ad hoc turnkey pipeline
written in Snakemake. It is based on a download using the SRA-toolkit package retrieving
the data from the NCBI server or, if available on ENA, a high-speed download via Aspera
when possible.

The processing of the raw transcriptomic data was performed using an ad hoc
pseudo-mapping pipeline. This pipeline, written in Snakemake produces the trimming and
quality checks steps. Quantification of the transcript expression was performed using
Salmon (Patro et al., 2017). All experiments with global mapping rates below 70% were not
used. The number of reads for each pair of ohnologous genes was then normalized
according to the length of the longest gene of the pair. To finish, a differential analysis
between ohnologous genes within the same experimental conditions was conducted
applying a set of ad hoc scripts based on DESeq2 (Love et al., 2014).

To test for difference between transcript expression levels within pairs of ohnologous
chromosomes, a statistical analysis based on the Wilcoxon test was implemented for each
experiment. The outcomes of the tests were aggregated for each of the ohnologous
chromosome pairs using the Fisher method. This analysis provided a final result for each
pair of chromosomes, allowing the determination of the presence or absence of a
transcriptional disequilibrium using all the available RNA-Seq experiments.

RESULTS AND DISCUSSION
In order to explain the observed QTL disequilibrium between pairs of ohnologous

chromosomes (or chromosome segments), we first explored a potential differential
evolution of coding sequences between syntenic blocks. To test this assumption, we
calculated the Ka/Ks of the ohnologous apple genes against the peach ortholog. A second
hypothesis is the evolution of regulatory sequences that would have an impact on gene
transcription. This was tested by investigating for a potential disequilibrium in ohnologous
gene transcription between syntenic blocks.

Estimating Ka/Ks of ohnologous genes
This analysis aims to identify differences in the evolution of the coding sequences

between apple ohnologous genes, using the peach orthologs as a reference. Our results
indicate that the distribution of the percentage of identity of the protein alignments
obtained from the ohnologous gene pairs and a peach reference varies between 80% and
100%. This distribution indicates that sequences of constructed orthogroups are relatively
similar. The size distribution of the alignments has a median of 942 bp, suggesting good size
alignments and similar proteins. This allowed for an optimal Ka/Ks calculation and resulted
in Ka/Ks values computed for 9,821 gene pairs.

Ks distribution has one main peak with a value of 0.28, confirming a single WGD.
Additional smaller peaks representing traces of more ancient WGD can be found. From the
distribution of Ka/Ks ratios (Figure 1), we observe that most Ka/Ks values are below 1,
implying a negative selection in all chromosomes. The medians of Ka/Ks distributions
(around 0.20) are similar to the literature and in particular to plants having had a recent
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WGD (Li et al., 2015; Wang et al., 2020; Yang et al., 2020; Yu et al., 2017b).

Figure 1. Box plot of the distribution of Ka/Ks values for apple chromosomes of each of the
ohnologous pairs. On the x-axis are presented the pairs of ohnologous
chromosomes considered. The number of gene pairs is indicated in brackets. For
each pair, the box plot representing the distribution of Ka/Ks on the first
chromosome of the pair (in green) and the distribution of Ka/Ks on the second
chromosome of the pair (in red) is shown.

In order to identify a disequilibrium in the estimated selection pressure on the pairs of
ohnologous sequences, we compared their Ka/Ks values computed against a peach
reference. The outcomes of the Wilcoxon test are shown in Table 1. Our results show that no
pairs are significantly unbalanced regardless of the degree of chromosomal rearrangement,
indicating that the evolution rate of ohnologous coding sequences are similar. Separate
investigations of Ks and Ka suggest that the coding sequences of the ohnologous genes did
not evolve differently and cannot explain QTL disequilibrium between syntenic regions. The
genes that were maintained after the first round of post-WGD pseudogenization thus appear
to be under comparable selective constraints. Because of the approach used for ohnologous
genes identification and the method that selected for analyzing them against a related
genome, we investigated genes that are related and therefore quite conserved during
evolution. Pseudogenized genes were not included in this analysis (because they are not or
only partially detected by gene modelers) and may be part of the source of the divergences.
Thus, the QTL disequilibrium cannot be explained by differences in the evolution of coding
sequences of genes with an identified ohnolog. Similar results have been found in different
plant species such as willows (Harikrishnan et al., 2015) or sesame (Yu et al., 2017a).

Table 1. Results of the Wilcoxon two-tailed test. Results are sorted by p-value in ascending
order.

couple 08-15 13-16 02-15 06-14 09-17 05-10 03-11 01-07

P-value 0.2009 0.3137 0.3139 0.3808 0.6726 0.7750 0.8939 0.9752

Differential ohnologous gene expression
Genome dominance may be explained by differences in expression levels between
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subgenomes. To test this hypothesis in light of the observed QTL disequilibrium, a
differential analysis was conducted using DESeq2 on 444 RNA-Seq runs associated with a
large diversity of tissues and stresses grouped in 148 experiments of 3 biological replicates.
From a total of 16,779 ohnologous gene pairs, we identified on average 7,000 differentially
expressed ohnologous genes per experiment. Despite the proximity of the coding sequences
of the ohnologous genes observed previously by the Ka/Ks analysis, the number of
ambiguous reads during the mapping remained very low, since only 600 genes had a median
value superior to one ambiguous read over all experiments. Moreover, the percentage of
mapping varies between 72% and 91% with a median of 85%.

Figure 2. Box plot of the distribution of the number of up-regulated genes for a gene
relative to its ohnologue for both of the chromosomes in each of the ohnologue
pairs. The y-axis represents the set of up-regulated gene count values. The x-axis
indicates the pairs of chromosomes considered. For each pair of chromosomes (or
chromosome segments) the box plots indicate the distribution on the first
chromosome of the pair (in green) and the distribution on the second
chromosome of the pair (in red).

To test for disequilibrium between ohnologous gene expression levels, we counted the
number of upregulated genes for a chromosome (or chromosome segment) against its
counterpart in each of the considered experiments. The distribution of the number of
up-regulated genes is shown in Figure 2. Several chromosomes or chromosome segments
seem to be transcriptionally unbalanced with a number of up-regulated genes on one
chromosome compared to the other which is, for some pairs, very different. In order to
statistically validate this observation, we tested the number of average reads of all
differentially expressed genes of each chromosome pair with a Wilcoxon test. All results
were aggregated using Fisher’s method to obtain a unique result for each pair. The results
are presented in Table 2. From those results, we can observe a disequilibrium in the
expression level of different pairs of ohnologous chromosomes. In most cases,
transcriptional disequilibrium and QTL disequilibrium are oriented toward the same
direction. This observed subgenome dominance has already been detected in different
species duplicated by WGD and in particular B. rapa (Cheng et al., 2012) or sesame
(Harikrishnan et al., 2015).
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Table 2. Results of aggregated Wilcoxon two-tailed test.

Couple 08-15 01-07 06-14 02-15 13-16 05-10 03-11 09-17

Aggregated P-value 0 0 0 0 0 0 0.001 0.956

CONCLUSION
In a previous study we observed a disequilibrium in the proportions of QTL carried by

ohnologous chromosomes. In order to explain this, we investigated the evolution of coding
sequences and expression level of ohnologous gene pairs. Of the 45,116 genes of the apple
genome, 33,558 were identified with ohnologs, indicating that this genome has already
undergone significant evolution. The Ka/Ks analysis indicated that (i) ohnologous genes are
under the influence of strong negative selection (synonymous mutations are more numerous
than non-synonymous ones, resulting in the conservation of both coding sequences) and (ii)
the coding sequences of the ohnologous genes have not evolved significantly differently.
Analysis of transcriptomic data indicated a global disequilibrium in the expression level of
ohnologous genes among ohnologous chromosome pairs. Data integration indicated that
upregulated genes often colocalize with genomic regions rich in QTL. Thus, it appears that
post-WGD evolution affects mostly regulatory sequences rather than coding sequences. As a
next step, it would be interesting to extend these analyses to other mechanisms known to
play a role in rediploidization such as TE or cytosine methylation densities and to determine
if similar disequilibrium trends can also be identified. Integration of these various datasets
could in the future allow us to better understand the observed QTL disequilibrium, the
evolution of duplicated genes and their genomic environment following a WGD event.
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B.2 Article soumis

Cet article a été soumis. Dans cet article nous avons présenté l’intégralité des résul-
tats marquants obtenus pendant la thèse. Cet article fait le résumé de l’ensemble des
analyses. Nous avons voulu orienter cet article selon la question de la dominance sous-
génomique. En effet, ce type de mécanisme n’a jamais été identifié chez un organisme
autopolyploïde. Ainsi nous avons décrit les analyses montrant les déséquilibres de parti-
cipation à la variation phénotypique, le biais de fractionnement, l’absence de déséquilibre
pour la pression de sélection et les déséquilibres transcriptionnels, de TE et de méthyla-
tions. Après intégration des résultats nous cherché à construire un modèle expliquant les
processus hypothétiques conduisant le pommier, un organisme autopolyploïde à présenter
une sous-dominance chromosomique.

291



i
i

“output” — 2022/9/13 — 19:33 — page 1 — #1 i
i

i
i

i
i

Published online DD MM YYYY Nucleic Acids Research, YYYY, Vol. xx, No. xx 1–14
doi:10.1093/nar/gkn000

Identification and Characterization of Subgenome
dominance in the Apple Genome
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ABSTRACT

A Whole Genome Duplication (WGD) event occurred
in apple (Malus domestica) about 40 MYA ago. This
well conserved and complete genome duplication
makes apple an organism of choice to study the
early evolutionary phases of DNA sequences from
duplicated chromosomal fragments. WGD events
have a profound impact on genomes and are
known to be major drivers of evolution. In this
study, we investigated the evolution of duplicated
chromosomal fragments, with a particular focus
on gene sequences and expression, Transposable
Elements (TE) density, and DNA methylation
level. Overall, we identified 16,779 gene pairs
in the apple genome, confirming the relatively
recent WGD. We identified several imbalances in
QTL localization among duplicated chromosomal
fragments, and characterized various biases in
genome fractionation, gene transcription, TE
densities, and DNA methylation. Our results suggest
a subgenome dominance in this autopolyploid, a
phenomenon that has been only described so far in
allopolyploid.

INTRODUCTION

Gene duplication is an important driver of genetic innovation
(41, 57). Multiple mechanisms lead to gene duplication
at different scales. On the lowest scale, the mechanisms
associated with tandem duplication lead to local duplication
of a gene or a part of it, and are mediated by unequal
crossing over (76) , duplication by replicative transposition
(30) with Transposable Elements (TE) as key role players,
and retroduplications obtained by reverse transcription of an
mRNA followed by insertion inside the genome (6). On a
larger scale, the segmental duplication mediated by LINE
sequences (51) leads to the duplication of several genes.
Finally, the most massive duplication event is described
as the Whole Genome Duplication (WGD) and results in
the duplication of the entire genome (2). In the context of
WGD, paralogous genes can be referred to as ohnologous

∗To whom correspondence should be addressed. Tel: +332 41 22 56 99; Email: tanguy.lallemand@inrae.fr

genes in reference to Ohno (41). Ohnologous genes in
conserved order between two paralogous genomic regions
form syntenic blocks (34). Once duplicated, genes can follow
different evolutionary routes. Most genes will be eliminated
through pseudogenization (46) while others will keep their
functions, adding functional redundancy (12). Genes with
multiple functions will sub-functionalize (42). Finally, some
duplicated genes will acquire a new function through neo-
functionalization (21).

WGD can originate from crosses between individuals
of the same species (autopolyploidy) or from interspecific
hybridization (allopolyploidy) (67). WGD is known to
profoundly affects the genome structure by doubling, at
least transiently, the number of genes and the size of the
genome. Furthermore, gene redundancy removes the selective
constraint and provides more genetic resources, enabling
faster genetic innovation. WGD results in reproductive
isolation and may be an important speciation mechanism
(1, 53). Following a WGD, different mechanisms called
diploidization restore gradually ploidy status. TE are
suggested as main actors of diploidization (18, 64). In fact,
WGD is followed by an increase in TE content, known
as a transposition burst (64). This burst leads to numerous
transposition events and recombination that could be at
the origin of gene losses, genome restructuration and neo-
functionalization, as observed in maize (7). The progressive
loss of one of the duplicated genes by pseudogenization is
also an important mechanism (35). Gene loss can be biased in
favour of some chromosomes and is called fractionation bias
(19, 72). While the exact mechanism has not been elucidated
yet, TE insertion bias between subgenomes is suspected to
play a role. This bias, known as subgenome dominance,
can also be found at the level of gene expression and
DNA methylation, and participates in the overall phenotypic
variation (19, 20, 45, 50). Subgenome dominance has been
observed in different species, including Arabidopsis thaliana
(19), Brassica rapa (66) and Zea mays (52). Subgenome
dominance appears to be associated with ancient polyploids,
suggesting that the mechanisms necessary to establish these
subgenomes operate over many generations to promote such
evolution (71).
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Association between biased gene loss and expression bias
(50) has been identified in several species. It appears that
the more fractionated a subgenome tends to be, the less
expressed are the genes within this subgenome, which results
to a decreasing phenotypic variation (52, 64). The origin
of this biased expression appears to be related to strict
selective limitations, increased methylation rates, and greater
TE coverage (20), leading to higher fractionation. Thus, it
has been proposed that underfractionnated and overexpressed
subgenomes are correlated with lower TE density (71).
In fact, in Brassica rapa and Arabidopsis thaliana(61),
the authors reported that small interference RNA (siRNA)
targets the upstream region of genes preferentially located
in the down-regulated subgenome (71). SiRNAs inserting
upstream of the gene will interfere with gene expression
by recruiting the RISC complex (RNA-induced silencing
complex) it will allow a rapid degradation of the genes with
a complementary sequence. To explain these observations,
it has been proposed that TEs are important targets
of silencing mechanisms. High methylation level of TEs
can be associated with heterochromatic epigenetics marks,
therefore affecting expression levels of nearby genes (20, 68).
Moreover, unbalances in DNA methylation in duplicated
genes environments in the three cytosine contexts (CG, CHH,
CHG) have been associated to subgenome dominance in some
plant species (64, 77).

TEs are the main target of silencing mechanisms which
keep their activity under a threshold to avoid compromising
genome viability. As a consequence, TEs are usually
heavily methylated and are associated with heterochromatic
epigenetic marks (26). The insertion of a TE close to a gene
can generate epigenetic marks in its vicinity and modify its
transcription. WGD are relatively common in the history of
eukaryotes and especially in plants (1, 56, 62). It is reported
that at least one WGD occurred in the evolutionary history
of all flowering plants (27). In the Rosaceae family, which
include apple, many WGD events occurred and may have
contributed to the wide diversity of fruit types in this clade
(73). One recent WGD, dated to 50 MYA (63), is shared
among Pyreae. In apple and pear, chromosomes already
undergone rearrangement with a return to diploid state, but
the conservation of this event is still really strong with an
almost one-to-one chromosome synteny. Given the available
high quality genome, this makes apple an organism of choice
to study the early evolutionary phases of duplicated DNA
fragments and genes. In this study, we investigated imbalances
between duplicated chromosomal fragments, with a focus on
QTL localization in syntenic blocks, studied the evolution
of ohnologous gene sequences and transcription, conducted
gene retention quantification, estimated the selection pressure,
and analysed jointly TE density and DNA methylation
levels. Finally, we explored the possibility of a subgenome
dominance in this autopolyploid genome.

MATERIALS AND METHODS

Identification of Syntenic Blocks
All analyses on Malus domestica genomes were conducted
on the apple genome Golden Delicious Doubled Haploid #13
(GDDH13) version 1.1 (13). The identification of syntenic

genes within the apple genome was performed using the
i-ADHoRe ad hoc pipeline. This pipeline allows for the
identification of all homologous genes in the Apple genome
using all-versus-all blastP (e-value 10−5) (8). This homology
information was then used as input for i-ADHoRe 3.0
(47), allowing the construction of syntenic blocks based
on the search of dense diagonals in sparse matrix of
homologous genes. For this analysis, the parameters used for
i-ADHoRe 3.0 were: cluster type=colinear; tandem gap=15;
prob cutoff=0.001; gap size= 30; cluster gap= 30;
q value=0.75; prob cutoff=0.01 and anchor points=5. The
identified set of homologous genes allowed reconstruction of
syntenic fragments that can be visualized using circular plots
constructed by Circos (32), a tool for visualization of data in
circular layouts. This pipeline has been designed for use in any
other genome to detect intraspecific and interspecific syntenic
blocks and can be used in other contexts than the current
study. It was used only to identify intraspecific syntenic
blocks in this study. This pipeline also aims at reconstructing
triplets, which construction details are presented in the section
associated with Ka/Ks.

Genome Fractionation
Differential loss of duplicate genes from homologous
genomic regions is known as biased fractionation. Genome
fractionation has an important role in the diploidization
mechanism and in subgenome dominance. This analysis
was carried out using SynMap (23) and, in particular, the
FractBias (28) tool, a module that allows the calculation of
the percentage of retention of ohnologous genes and estimates
fractionation compared to a related genome. Here the peach
genome Prunus persica has been chosen, because it is the
closest high quality genome to apple genome without the
WGD and thus show a 2:1 synteny, i.e. 2 malus genes and one
paralog gene in Prunus. Using a sliding window of 100 genes
along the peach chromosomes (target genome), FractBias
allows the computation of the percentage of homologous
genes on all the apple chromosomes (query genome). The
raw results were then processed separately to compare the
percentages of gene retention between pairs of chromosomes
using the one-sided paired t-test.

Quantitative Trait Loci
To investigate whether ohnologous chromosome fragments
contribute equally to phenotypic variability, we relied on
previously published Quantitative Traits Loci (QTL) studies.
QTLs are defined as loci statistically associated with variation
in phenotypic characters. To conduct a study as exhaustive as
possible, we retrieved all publicly available biparental QTLs
for apples from the GDR database (29) and added manually
curated QTL results derived from GWAS studies. In GDR,
QTLs are genetically located using molecular markers, but
their location on the physical map, in particular in GDDH13
1.1, is not provided systematically. As a first step, we deleted
QTLs that were not associated with molecular markers of
known sequence, as they cannot reliably be associated to a
physical location. When a marker of known sequence was
located with 5 cM of a QTL peak, that marker was considered
as the reference marker for the associated QTL. For the
other QTLs, we retrieved the localization of known genetic
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markers from the GDR database. Then, using primer or probe
sequences and Blastn, markers were localized on the physical
map of GDDH13. All QTLs are annotated with metadata
describing the phenotypic trait linked to the QTL. In GDR
(29), this annotation is not done by a controlled field making
an automatic processing of the information complicated. To
overcome this problem, we built an ontology and re-annotated
the set of QTLs with it using a manual processing of the
existing annotations. This ontology is built on three levels
of respectively 7, 20 and 59 terms allowing it to go to the
needed degree of precision. The size of the different categories
has been balanced when possible to avoid statistical bias.
An approach based on QTLs can generate data redundancy
since two close QTLs controlling the expression of similar
traits are likely to be associated to the same loci or genes.
To reduce redundancy, if the confidence interval of the QTL
(artificially increased by 10 cM upstream and downstream)
overlapped with a QTL associated with a trait of the same
ontology category, then one of the two QTLs was removed.
Only QTLs associated with a locus associated with a syntenic
block was kept. Finally, the proportion of QTLs present on
each ohnologous pairs of chromosomes was tested using the
proportion z test. The test was also performed for all QTLs of
each chromosome segment pair and performed independently
using the ontology to test the effects associated with related
phenotypic traits.

Estimation of Evolutionary Patterns Using Ka/Ks
This analyses requires a related genome lacking the third
WGD and were performed using the Prunus persica (60)
genome version 2.0. Sequence evolution may differ among
ohnologous gene pairs. To test the hypothesis of bias in
the evolution of the coding sequences, we used Ka/Ks, an
estimator of selection pressure. To calculate the Ka/Ks of
apple ohnologous coding sequences, we first constructed a
triplet of genes consisting of two ohnologous apple genes
and the closest ortholog in Prunus persica. Triplets were
constructed from reciprocal all-against-all BlastP using the
Malus ohnologous sequences and Prunus proteins. Triplets
were kept if both apple ohnologous proteins had the same
Prunus best blastp hit, allowing the construction of reliable
triplets. This part was implemented in the syntenic blocks
pipeline described above. The Ka/Ks of these triplets were
then computed using an ad hoc pipeline. This pipeline
starts by aligning the protein sequences of the triplets using
MUSCLE (14). The protein alignment is then converted
to a nucleic alignment using PAL2NAL (58) with nogap
parameter. Then the YN00 tool from PAML (75) (icode=0;
weighting=0; commonf3x4=0) uses this nucleic alignment to
calculate the Ka/Ks two by two using the Yang and Nielsen
model (74). This evolutionary model has the advantage of
taking into account the transition-transversion rate and the
nucleotide frequencies. To finish Ka/Ks, Ka and Ks values
of ohnologous genes pairs between syntenic chromosome
fragments were tested using the Wilcoxon test.

RNA-Seq
In the context of subgenome dominance, gene expression is
often imbalanced. To test for potential apple transcriptional
imbalance among ohnologous genes located within syntenic

blocks, we gathered all publicly available RNA-Seq
experiments from Malus domestica. Raw datasets were
quality filtered (paired data; at least three biological
replicates; a total size of at least 2∗107 reads per sample and
a minimum read size of 100 nt) and downloaded. Selection
and download were performed using a turnkey pipeline
ad hoc, based on the SRA toolkit and Aspera. The raw
data were processed using a pseudo-mapping pipeline ad
hoc. This pipeline produces the trimming (using cutadapt
(37), trimmomatic (5) is usable) and quality check (using
FastQC (4)) steps. Pseudo-mapping and quantification of
transcripts were performed using Salmon (43). The index was
constructed from the GDDH13 1.1 reference transcriptome,
with Salmon’s indexing tool in version 4 set with a dense
sampling, k-size at 31 for a total of 60,172,826 k-mers.
Duplicates are not kept. The pseudo-mapping was done with
Salmon version 1.3.0 with an ISR library and elimination
of ambiguous reads. All experiments with global mapping
rates below 70% were removed from analysis. The number of
reads for each pair of ohnologous genes was then normalized
according to the length of the longest gene of the pair. Finally,
a differential analysis between ohnologous genes within
the same experimental conditions was conducted applying
anaDiff (44), a set of scripts based on DESeq2 (36) and
edgeR (38). All pipeline step metrics were aggregated using
MultiQC (17). To test for differences between transcription
levels within pairs of ohnologous chromosome segments, a
statistical analysis was performed to test for the number of
differences in mapped reads between ohnologous genes based
on the Wilcoxon test for each experiment. This set of tests was
conducted with all differentially expressed genes regardless
of the logFC (described as horserace rule in the literature
(49, 52, 71)) but also on differentially expressed genes with
a logFC of at least 2 in absolute value (described as 2-fold
rule (49, 52, 71)). The results of the tests were aggregated for
each pair of ohnologous chromosomes by applying the Fisher
method. This analysis provided a final result for each pair of
chromosomes, allowing the determination of the presence or
absence of a transcriptional imbalance using all the available
quality filtered RNA-Seq experiments. Furthermore, for each
of the genes and for each of the 148 experiments, we counted
the number of times that a given gene was overexpressed in
relation to its counterpart in order to verify if certain genes
had similar behaviors regardless of the tissue and the growth
conditions.

Transposable Elements
TEs have been associated to subgenome dominance in
different studies (20, 71). In order to tackle this hypothesis, a
turnkey pipeline was written based on a previously described
method (11). TE annotation was derived from the GDDH13
genome annotation v1.1 (13). The predicted annotated TEs
were filtered using the 80-80-80 rule: at least 80 percent
identity with the target, 80 percent coverage of the target,
and a minimum of 80 bases (69). The pipeline identifies all
the quality filtered TEs associated with each ohnologous gene
within 2 kb upstream and downstream of the gene sequence
as well as in introns (hence, excluding exonic TEs). The
density Dg , and the coverage Cg of TEs associated with
each ohnologous gene g are computed using Equation 1 and
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Equation 2 respectively. With N defined as the number of
TEs, Lg the gene size, Lf the size of the flanking regions
(2 kb), Lexonic the size of exonic regions of considered
gene, LTEintronic the size of TE overlapping intronic regions,
and LTEflanking the size of TEs overlapping upstream
and downstream flanking regions. These values were then
compared using a Wilcoxon test.

Dg=
N

Lg+(2×Lf )−Lexonic−LTEintronic−LTEflanking

(1)

Cg=
LTEintronic+LTEflanking

Lg+(2×Lf )−Lexonic
×102 (2)

Methylome
In the context of genome subdominance, epigenetics
regulations are also suspected to play a role, in particular
DNA methylations. To investigate this hypothesis, we have
set up an analysis that allows to search for imbalance of
methylation ratios in the CG, CHG, and CHH contexts (H
as A, C, or T). First, we identified Bisulifte-Seq samples that
passed the same quality criteria as those defined for RNA-Seq
runs. Raw data were then processed using BiSePS (55), a tool
for bisulfite sequencing analyses. This tool allows mapping
using Bismark (31), a software built to map bisulfite treated
reads and perform methylation site calls. Metrics provided
by BiSePS are aggregated with MultiQC for quality control.
The Bismark output files, and in particular the methylation
report files, were then processed in a pipeline, allowing
parsing, filtering, and statistical processing. Specifically, the
positions of the cytosines associated with one of the three
contexts was associated with their positions in the genes.
Intronic cytosines were removed. The samples were treated
separately, as well as the methylation contexts. Four analyzes
were then performed on the cytosines associated with the
exonic region of gene bodies of ohnologous genes, gene
environment 2 kb upstream and downstream, 500 bp, or 100
bp upstream of the ohnologous gene sequences. For each
case, a Mann – Whitney U test was implemented between
pairs of ohnologous chromosomes to compare the distribution
of methylation percentages of all positions for each of the
considered samples. The results were then aggregated using
Fisher’s method to obtain an overall result for each pair of
syntenic chromosomal segment. To follow, we looked at the
number of contexts associated with each of the ohnologous
genes in upstream. To do this, we first compared the number
of cytosines associated with each of the upstream contexts
of the ohnologous genes. Then, we looked at the number of
associated cytosines in each context for a window size ranging
from 50 bp to 2 kb upstream. For each of the ohnologous
chromosome pairs, we compared the number of cytosines and
analyzed the 50 most different genes for each window size.
We then looked at the percentage of these genes that were
annotated as non-switching gene in RNA-Seq analysis. As a
negative control, we took 50 genes at random each time.

Code development and statistics
All scripts were written in Python (65) or R (59). Data analysis
and manipulation took advantage of Pandas (39), statistical
analyses used Scipy (65) and NumPy (22). Visualizations were
produced with Plotly (25). The workflows were handled with
Snakemake (40), a workflow management tool that allows
reproducible and highly scalable analyses. All pipelines and
produced data are provided in associated GitHub repositories.

RESULTS AND DISCUSSION

Syntenic blocks
Using the apple GDDH13 1.1 reference genome (49,921
coding genes), the pipeline associating a blastP-all-against-all
and i-ADHoRe 3.0 allowed the identification of 865 syntenic
blocks. We identified 16,779 pairs of genes, of which 10,958
pairs were identified in only one block of synteny. The
remaining 5,821 pairs of genes (representing 6,327 unique
genes) were identified in more than one block of synteny,
demonstrating the existence of older WGD. Overall, syntenic
blocks represent 91.38% of the genome length. The median
size of blocks comprised 9 gene pairs. The circular layout
visualization is presented in Figure 1, showing all identified
gene pairs. This analysis confirmed the good conservation of
the WGD, since very few regions were not syntenic (i.e. the
extremity of chromosome 13 is not syntenic with any other
section of the sequenced genome). We can observe syntenic
fragment pairs at the scale of the whole chromosome, such as
found for pairs 3-11, 5-10, 13-16 and 9-17. We also identified
blocks at the half-chromosome scale such as pairs 1-7 or 6-
14. In most cases, the breaking point was found close to the
centromeric regions of the chromosomes. This result is similar
to what has been found in a previous study (13). Syntenic
blocks within the apple genome were also constructed with
MCSCanX and SynMap3 and produced similar results (results
not shown). The independant construction of Malus-Prunus
triplets for the calculation of Ka/Ks confirmed the consistency
of the results. In the pear that had this WGD, a similar
number of syntenic genes (16,509 genes) were identified using
MCScanX (33).

Gene Fractionation
Using the peach genome as reference, we computed the
number of paralogous genes between the syntenic apple
chromosomal regions and the peach genome. Gene retention
was calculated for 46,225,100 sliding windows of 100 genes.
Statistics were computed using the one-sided paired t-test
with the following side choice: for pairs 01-07, 03-11, 06-
14, 09-17, 13-16 we investigated if the first chromosome
(or chromosome segment) of the pair was under-fractionated;
for pairs 02-15, 05-10, 08-15, we investigated if the first
chromosome (or chromosome segment) of the pair was over-
fractionated. Visualization of the percentage of homologous
genes observed within the 100-gene window of the peach
genome compared to the apple genome is shown in Figure
2. From this set of curves, several areas of over-fractionation
and under-fractionation can be observed among chromosome
fragments, such as the end of chromosome 8 of Prunus persica
(Pp08, windows 4153 to 4288). In this region, the percentage
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Figure 1. Circos plot representing the syntenic regions within the
apple genome GDDH13 v1.1. Links between ohnologous gene pairs are
represented. Syntenic blocks can be observed at the chromosome scale for
pairs 3-11 or 5-10. Half-chromosome blocks can be observed for pairs 1-7
and 2-7.

of genes retained on chromosome 11 of Malus (median in
this region is 38%) is above the percentage identified for
chromosome 3 (median is 25%). To test whether fractionation
was significantly different among syntenic chromosomes, the
percentages of fractionation of syntenic chromosomes in all
windows were tested using an one-side paired t-test. The
results of the apparied t-test is summarized in the Table 1
and the percentage distribution is represented as a group
box plot in Figure 3. From this gene fractionation statistical
analysis and the associated visualizations, we established that
all major syntenic chromosome fragment pairs are biased.
If we look in detail at the retention percentage curves of
genes along the chromosomes of Prunus, some regions seem
to be more biased than others. As an example, the center
of chromosome 5 of Prunus persica (Pp05) presents an
under-fractionation of chromosome 14 in Malus compared
to its homologous chromosome on this portion, which is
chromosome 6 of Malus. The significant fractionation bias
observed here suggests that a phenomenon of subgenome
dominance occurs within the apple genome. In fact, in
different species that have experienced recent WGD and
have undergone diploidization, biaised fractionation has been
associated with phenotypic, transcription, TE environment,
and methylation imbalances. This has been observed, for
example, in maize (52, 77) with a WGD dated to 10 MYA,
Brassica rapa (66) with a WGD dated to 20 MYA and cotton
(49) (60 MYA). The observed biaised fractionation in apple
confirms that gene fractionation, which usually occurs in the
early phases following WGD, seems chromosome dependent
and stable.

Quantitative Trait Loci
Using the GDR database (29), we retrieved 1,520 QTLs
obtained from biparental genetic maps. A first screen based
on the identification of the closest markers resulted in the
selection of 1,079 QTLs. A total of 135 QTLs derived from
GWAS studies were then manually added. To determine their
physical location on the apple genome, we used a set of
515,990 markers available from GDR. These markers are
mainly SNPs (506,047) and SSR sequences (8,519). This
allowed us to localize a total of 513,748 markers on the
physical map of the genome. These markers were used to
locate 868 QTL among the 1079 on the GDDH13 1.1 genome.
Due to the redundancy of some QTL studies and the similarity
of some traits studied, and to avoid the representation of
similar information multiple times, a cleaning step based on
trait ontology was performed. This resulted in a final data
set of 541 QTLs, 178 being associated with SSR markers,
341 associated with SNPs, and 22 QTLs associated with
markers of other types. Finally, only QTLs associated with a
locus located within a chromosome fragment considered as
syntenic were kept, representing a total of 487 QTLs (figure
4). Number of QTLs carried by each chromosome of main
ohnologous chromosome pairs are shown in Figure 4. The
comparison of the proportions of QTLs located on syntenic
fragments was performed using a proportion z-test and a
binomial test. These tests were carried out on all QTLs, and
on QTLs according to the associated trait ontology. Globally,
the pairs 1-7, 3-11, 13-16 and were found as significantly
imbalanced. If we look at the associated phenotypic traits,
the proportions are different especially for traits associated
with phenolic compound production, traits associated with
fruit quality and biotic stresses. This is particularly true for
pairs 1-7, 2-15, 3-11 and 6-14. These results suggest that some
chromosome fragments contribute more than their ohnologs
to the phenotypic variation of individuals. This study was
conducted on 1,528 QTLs identified in apple which represents
the essence of all known QTL in apple. These QTL are all
associated with agronomic interest traits and do not represent
the whole range of apple characteristics. Nevertheless, in
order to limit the different biases related to the study of QTL
and notably the low precision of localization, we have been
stringent on the retained QTL and deleted a large part for the
calculation of QTL proportions.

Estimation of Evolutionary Patterns Using Ka/Ks
To investigate the observed QTL imbalance, we examined a
possible difference in the evolution of ohnologous genes using
Ka/Ks ratio, an estimator of selection pressure. By a reciprocal
best-blast-hit approach between the peach and apple genomes,
we constructed a set of gene triplets composed of two
ohnologous genes from apple and their putative orthologous
peach gene. This approach resulted in the identification of a
set of 10,403 triplets. The protein sequences corresponding
to these triplets were then aligned. The identity percentages
obtained varied between 80 and 100% at the proteic level,
indicating a close similarity between members of the triplets.
The median size of the nucleotide alignments was 942 bp,
allowing the calculation of the Ka/Ks for 9,821 gene triplets.
For 582 triplets, no Ka/Ks could be estimated due to the
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Figure 2. Percentage retention of ohnologous genes of Malus domestica using a sliding window of 100 genes in the Prunus persica genome. Each colored line
represents the percentage of retention of a Malus chromosome. Fractionation bias can be observed in different regions as the end of Pp08, centers of Pp03 and
Pp05.

Figure 3. Distribution of the percentage of retention of ohnologous genes of
Malus domestica using a sliding window on the Prunus persica genome. On
the x-axis, the pairs of ohnologous chromosomes considered are presented.
The number of gene pairs is indicated in parentheses. The y-axis represents the
percentage of retention values. The first box plot represents the distribution on
the first chromosome of the pair (in green) and the distribution on the second
chromosome of the pair (in orange). *P-value < 0.05 for the paired t-test.

too short alignment size resulting from the gapped regions
generated by PAL2NAL.
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Figure 4. Histogram of the number of QTLs associated with syntenic
blocks in each pair of ohnologous chromosome fragments. The green bar is
associated with the first chromosome of the pair. The red bar is associated
with the second chromosome of the pair. *P-value < 0.05 for z-proportion
test

Distributions of Ka, Ks and Ka/Ks are shown in Figure 5.
The Ks distribution is clustered into a single peak, suggesting,
as expected, a single and recent WGD. The value of Ks
peaks in intraspecific (Ks=0.151) and interspecific (Ks=0.293)

Table 1. Results of the paired one-sided t test for gene retention rates
between the major ohnologous chromosomes

Couple 01-07 02-15 03-11 05-10 06-14 08-15 09-17 13-16

P-value <10−5 <10−5 <10−5 <10−5 0.0346 <10−5 <10−5 0.0137

From this set of paired t-test, all main syntenic chromosomes have significantly different
values.
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Figure 5. Distribution of Ka/Ks, Ka and Ks values in the apple genome. The
blue distribution represents the Ka/KS, the red curve represents the Ka and the
green curve represents the Ks. The Ks curve shows a single peak, confirming
that there is only one recent WGD.

distributions, as well as speciation dating based on fossil
evidences (70) suggest an approximate WGD dating back
to 41 MYA, which is consistent with previous datings (63).
The Ka/Ks distribution for each chromosome and grouped by
syntenic segment pairs are plotted in Figure 6. We observe that
most values are below 1, suggesting a negative selection of
ohnologous genes in all chromosomes. The median of Ka/Ks
distributions for each chromosome is around 0.20, which is
consistent with the literature and, in particular, with plants
having undergone a recent WGD (33). We tested for a bias
in the selective pressure among ohnologous genes using the
Ka/Ks ratio against the peach gene orthologs as an estimator
and using the Wilcoxon test. The results presented in Table 2
indicate that the rate of evolution of the ohnologous coding
sequences is not significantly different for all tested pairs.
This result is similar regardless of the degree of chromosome
rearrangement of the pairs considered. Similar analyses on the
rate of synonymous (Ks) and non-synonymous (Ka) mutations
suggest similar results. Therefore, our results suggest that
genes that were maintained after the first round of post-WGD
pseudogenization are subjected to similar selection pressure.
Due to the approach used to construct the Malus-Prunus
triplets, we studied similar genes that were conserved during
evolution. Pseudogenes were not included in this analysis, as
they are often not or only partially detected by gene modellers,
and may be part of the source of the observed discrepancies. It
has been shown that the use of triplets obtained by reciprocal
best hits of all-against-all Blastp matches allows a better
resolution than the use of blastp-all-against-all especially in
the estimation of Ka/Ks associated with the different WGD
that occurred during the evolutionary history of Arabidopsis
thaliana (48). This study also showed that the use of a
phylogenetic tree and more species would have allowed a
better resolution especially in the case where several WGD
were studied. In the case of the study of a recent WGD like
apple WGD, the use of reciprocal best hits of all-against-
all Blastp matches allows a sufficient resolution. Thus, the
previously observed QTL imbalances cannot be explained by
differences in the evolution of gene coding sequences. Similar
results were observed in different species, including species
with subgenome dominance such as maize (72).

Figure 6. Grouped box plots of the distribution of Ka/Ks values for
ohnologous chromosome pairs. On the x-axis, the pairs of ohnologous
chromosomes considered are presented. The number of gene pairs is indicated
in parentheses. The y-axis represents the Ka/Ks values. The box plot
represents the distribution of Ka/Ks. The first chromosome of the pair is
presented in green. The second chromosome of the pair is colored in orange.
*P-value < 0.05.

RNA-Seq
In the case of subgenome dominance, imbalances in
expression levels between subgenomes were observed in
various species, such as maize (52) and Brassica rapa (10). In
this study, a differential ohnologous gene expression analysis
was performed using DESeq2 using 444 publicly available
RNA-Seq runs. The samples from which the RNA was
sequenced represent a wide range of organs and conditions.
Samples were grouped in 148 experiments of 3 biological
replicates. For each sample, RNA-Seq short reads were
trimmed and mapped on the GDDH13 reference genome.
The percentage of mapping ranged from 72% to 91% with
a median of 85%. The proportion of ambiguous reads in the
mapping step remained low with a global mean of 0.048%,
despite the high similarity between ohnologous gene coding
sequences, as shown by the Ka/Ks analysis. Indeed only
596 genes had a median value greater than one ambiguous
read across all experiments. From a total of 16,779 pairs
of ohnologous genes compared, we identified an average of
11,307 significant differentially expressed ohnologous genes
in each experiment of which 6,932 with at least two-fold
higher value.

To test for an imbalance between ohnologous gene
transcription levels, we counted the number of genes
significantly upregulated for a chromosome (or chromosome
segment) relative to its ohnolog in each of the 148 RNA-Seq

Table 2. Summary of the results of the Wilcoxon test between the Ka/Ks ratio
of Malus ohnologous genes against their reference in Prunus

couple pValue

01-07 0.1900
02-15 0.1408
03-11 0.1936
05-10 0.0830
06-14 0.3472
08-15 0.4850
09-17 0.4346
13-16 0.4472
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Figure 7. Box plot of the distributions of the number of upregulated genes
constructed from the set of ohnologous gene differential analyses performed
for the 148 experiments. In contrast to what is classically done, here the
differential analysis has been done between the ohnologous genes within
the same condition; and not for each gene between two conditions. The x-
axis represents the set of values of the upregulated genes in each of the
148 experiments. The y-axis represents the set of values for the number of
upregulated genes. The x-axis indicates the chromosome pairs considered.
For each chromosome pair (or chromosome segments), the box plots show the
distribution on the first chromosome of the pair (green) and the distribution on
the second chromosome of the pair (orange). *Wilcoxon p value < 0.05.

experiments considered. Wilcoxon tests were implemented
to compare the number of average reads between biological
replicates of all differentially expressed genes on each pair of
chromosomes and for each of the 148 experiments separately.
The results were aggregated using Fisher’s method to obtain
a single result for each pair. The distribution of the number
of up-regulated genes across all experiments is presented in
Figure 7. This figure shows that globally the number of genes
upregulated in one chromosome or chromosome segment is
significantly different compared to its ohnologous gene. All
pairs are significantly unbalanced, except for pair 9-17. We
identified ohnologous genes pairs that behave systematically
in the same way in the 148 experiments. These genes are called
here non-switching genes. This list of 2,247 gene pairs seems
to be randomly distributed along the chromosomes, and does
not favor some genomic regions over others. 1,387 belong
to the 8 main pairs of syntenic blocks. Furthermore, we did
not identify significant differences in the proportion of non-
switching genes between the different pairs of ohnologous
chromosomes, except for pair 8-15 (z proportion test, α=
0.05).

Thus, we were able to identify an imbalance between
ohnologous genes expression levels for all major ohnologous
chromosomal fragment pairs except pair 9-17. This imbalance
is confirmed for the most exhaustive set of experience of high-
quality RNA-Seq experiments available in public databases
that represent a diversity of tissues and treatments.

Transposable Elements
TE have been associated to subgenome dominance (64). To
further evaluate whether imbalance between syntenic blocks
could be identified in the apple genome, we investigated
the distribution of TE. From this analysis, we were able
to associate 109,069 TEs with ohnologous gene exons and
their genomic environment (2 kb upstream and downstream
of the genes), and 150,927 TEs with singletons and their

Figure 8. Box plot of the distribution of TE coverage for each pair
of ohnologous chromosomes. On the x-axis, the pairs of ohnologous
chromosomes considered are presented. The number of gene pairs is indicated
in parentheses. The y-axis represents TE coverage values. The first box plot
represents the distribution of the TE coverage on the first chromosome of the
pair (in green), while the second box plot represents the distribution of TE
coverage on the second chromosome of the pair (in orange). *P-value < 0.05.

genomic environment. The median number of TEs per gene
was similar between the singleton group and the ohnologous
genes groups, with a median of 5. However, singletons were
found to have longer TE median coverage compared to genes
with ohnologs, with 0.40 and 0.24, respectively. Using the
Mann – Whitney U rank tests, we confirmed a different TE
distribution coverage between the ohnologous genes and the
singletons group (p-value ¡10-5). Similar results have been
found in other organisms such as Arabidopsis thaliana (24)
or Homo sapiens (11), and confirm the importance of TEs in
structuring the post-WGD genome by creating zones of high
or low methylation, and heterochromatic zones with lower
recombination rates (64).

Moreover, it seems that the TE distribution difference
between singletons and ohnologous genes may have an impact
on the fate of duplicated genes and in particular on their
retention (64). Indeed, this mechanism could explain in part
the difference in selection pressure applied to these sequences.
In fact, TEs are less inserted in regions under selection
pressure (54).

TEs associated with ohnologous genes are divided into
three classes. Class II TE represents 40.4% of all TE (68,832),
class I TE represents 27.7% (47,203), while the last class is
made up of TE ‘unknown’ and represents 31.9% (54,378).
The subfamilies are mainly represented by TIR (Class II) and
LTR (Class I), and the subgroups are represented by hAT
(14.5%, Class II), Gypsy (11.3%, Class I), PIF-Harbinger
(10.8%, Class II) and SINE2/tRNA (4.8%, Class I). Globally,
the distributions of the different TE classes, order and type
among pairs of chromosomes are not significantly different
(χ2 test, threshold α = 5%) except for pairs 9-17 and 8-15
for TE classes and 2-7 and 2-15 for TE subfamilies. For the
TE class distribution, in pair 8-15, we observed a significantly
different proportion of class I TEs on chromosome 15
compared to chromosome 8. For pair 9-17, chromosome 17
has significantly more class II TEs. For the distribution of the
TE subfamilies, we observed higher proportions of Copia and
PIF-Harbinger for chromosome 2 compared to chromosome 7.
For pair 2-15, chromosome 2 accumulated a significantly
higher proportion of PIF-Harbinger than chromosome 15.
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In the literature, differences in the distribution of some TE
classes have been observed, especially in the organism with
genome impacted by WGD and in particular genomes with
subgenome dominance such as maize, with a particular LTR
dynamic (Class I) (16) and Brassica rapa with a dynamic in
different types of TEs (3). These differences lead to DNA
methylation differences in subgenomes. Within the apple
genome, these differences are weak and only significant
for a few pairs. However, in different species, such as
Arabidopsis thaliana (9), the difference is not related to the
difference in proportions within particular classes of TEs, but
to the difference in all TE classes. To test for differences
in TEs in exonic regions and gene environment (2 kb up
and downstream), we tested the TE coverage distributions
between ohnologous genes for the main pairs of ohnologous
chromosome fragments using a Wilcoxon test. The results
indicate that pairs 1–7, 2–15, 6–14, and 8–15 are significantly
imbalanced (α = 5%).

From this analysis we were able to identify a set of
indicators related to TE associated with the ohnologous genes.
For the pairs 1–7, 2–15, 6–14, and 8–15 we were able to
show that the coverage and density of TE are significantly
different. This biased dynamic seems to be related to the TEs
as a whole rather than to a particular class or subfamily. The
high presence of TEs may cause high DNA methylation in
these regions. Thus, a skewed distribution of TEs could cause
imbalances in DNA methylation.

Methylome
To further investigate an imbalance between syntenic blocks
of the genome in the apple genome, we tested for imbalance
of methylation marks in gene bodies or in the upstream
region of genes located in syntenic chromosomal fragments.
We retrieved 36 publicly available bisulfite sequencing
runs derived from various experiments. The alignment and
methylation ratio identification steps were executed via
BiSePS pipeline. A total of 4 samples with a mapping
percentage below 60% were removed. The median mapping
percentage for the 32 remaining samples was 75.44%,
for a median of 10,896,005 mapped reads and 1,025,086
ambiguous reads.

The methylation ratio value in ohnologous pairs of
chromosomes was calculated in different regions (exonic
regions of the gene i.e. gene body, environment of the gene
and upstream region) and for the three cytosine contexts. For
all regions, The CG context methylation rates are higher than
the CHG and CHH contexts (average around 0.80 compared
to 0.43 and 0.21). The CHH context presents higher values
than the CHG context with average values 0.43 against 0.21.
For each experiment and each pair of ohnologous fragments
of chromosomes, we tested if the methylation rates were
similar using a Mann – Whitney U test. The p-values of each
experiment, for each pair, were then aggregated using Fisher’s
method and are presented in Table 3. Regarding the exonic
gene body, the CG context presents significant different levels
of methylation for pairs 1-7, 2-15, and 3-11. Pairs 5-10, 6-14,
8-15, 9-17, and 13-16 show little or no significant differences.
For pairs 1-7, chromosome 1 is significantly hypermethylated
on the gene body compared to chromosome 7. For pair 2-
15, we observe an hypermethylated chromosome 2 compared

to its ohnologous chromosome 15. The pair 3-11 shows an
hypermethylated chromosome 11 against the chromosome 3.
Analysis of the CHG and CHH contexts indicates similar
differences between overall methylation and gene expression
on the pairs 1-7, 2-15 and 3-11. For the 2 kb (up and
downstream) gene environment, we identified significant
differences for pairs 1-7, 2-15, and 3-11 in all three contexts.
The methylation profiles in CG, CHH, and CHG shows a
similar trend to the gene body results. For the 500 bp and
100 bp upstream gene environment, we identified a significant
difference in methylation rate between ohnologous genes from
chromosome pairs 1-7, 2-15 and 3-11 in all three contexts.

We also observed the number of cytosines associated with
each of the methylation contexts 2 kb upstream for all
ohnologous gene pairs. For the CG and CHG contexts, the
numbers of positions are not significantly different. However,
for the CHH context, the number of cytosines was significantly
different in all ohnologous chromosome fragments. Out of the
50 pairs of ohnologous genes displaying the most differences
in the number of cytosines associated with the CHH context,
52% were found to belong to the group of genes which
expression was as non-switching in all RNA-seq experiments
against 36% for randomly selected genes. A z-proportion
test further indicated that the 50 pairs of ohnologous genes
displaying the most differences in the number of cytosines
associated with the CHH context were significantly enriched
in non-switching genes compared to a random selection of
genes (Table 4).

Chromosomal dominance
Looking globally at the results from all analyses for each
syntenic chromosomal block pairs, we can observe a trend.
In fact, for pairs 1-7, 3-11, 8-15, 6-14 in the 500 and 100 bp
upstream window, we found that the chromosome of the pair
with the least expressed ohnologous genes, the lowest number
of QTLs and the highest TE coverage was the most methylated
in all contexts. Pair 8-15 has the particularity of being the only
one with a significant difference in selection pressure with a
higher selection pressure for pair 8 than for pair 15, which is
consistent with the other results for this pair. Pair 2-15 shows
an opposite pattern, with the chromosome 2 having the highest
gene expression, the highest number of QTLs and the lowest
TE coverage but the highest methylation rate.

We constructed the scatter matrix of the average differential
value of results from gene expression, TE coverage, selection
pressure and methylation analysis along the syntenic blocks
for each pair of syntenic chromosomal fragments. For each
pair of variables, associated linear regression line was also
added. The pair 1-7 is presented in Figure 10. All remaining
syntenic pairs are presented in supplementary data. Moreover,
the Pearson correlation coefficients were calculated between
the different variables for all the pairs of chromosomes.
They are presented in the form of a set of heatmaps in
Figure 9. From these scatter matrices and heatmaps, we can
define a set of trends. To begin with, by looking at the
correlation coefficients and regression lines, the expression
level differences seem to be mainly positively correlated with
the methylation rate in CG context on the gene body. This
trend suggests that for a given syntenic block the presence
of an imbalance in favour of one of the chromosomes in
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methylation on the gene body in the CG context may be linked
with an imbalance in the expression level in favour of the same
chromosome. In addition, TE coverage, upstream methylation
and selective pressure are mostly inversely correlated with
expression levels. This trend suggests that for a given syntenic
block the presence of an imbalance in favour of one of the
chromosomes in methylation on upstream of genes or in
selective pressure or in TE coverage may be linked with an
imbalance in the expression level in favour of the opposite
chromosome. In addition, upstream methylation of genes is
inversely correlated with methylation on the gene body. This
can be explained by the fact that methylation on the gene body
is more associated with gene expression whereas upstream
methylation is more related to gene silencing. Moreover,
TE coverage is inversely correlated with CG methylation
on the gene body and positively correlated with upstream
methylation. It is important to note that all the observations
described here are not valid for all pairs. For some pairs,
especially those that are not or only slightly unbalanced, such
as pairs 5-10 or 9-17, we have not identified correlations
between the indicators or they are too weak to represent a
biological reality. Similarly, some pairs that are unbalanced
show behaviors that are different from those presented here.
Thus chromosomal dominance seems to be a trend but is not
always a well-differentiated mechanism.

These observations are supported by various elements in the
literature. Indeed, it has been observed that a higher proportion
of TEs may lead to higher DNA methylations, particularly
in 5’ region of the genes (64, 71). This phenomenon has
been observed in different species with subgenome dominance
and in particular in maize (15) and Brassica rapa (71). Such
biaised methylations could affect the gene transcription as
observed in maize (77), TE repartition has also been described
in Brassica rapa (71). Those bias could also have an impact on
the selection pressure of genes and fractionation as observed in
maize (52) as well as their participation in the variation of the
phenotype of the organism (50). Furthermore, gene expression
biases have been associated with biased genome fractionation.

All these observations are consistent with observations
made in allopolyploid species in genome dominance (15,
50, 71, 77). In these species, the mechanism described is
a pre-WGD difference in the proportions of transposable
elements between the two genomes that will cause differences
in methylation, expression of selection pressure genes,
retention of genes and participation in the phenotype of the
organism between the two post-WGD subgenomes. Such
observations have not been made in many autopolyploid
species except Arabidopsis thaliana (19). Thus, in pear, a
species which ancestor is common to apple and has undergone
the same WGD, no imbalances in fractionation, level of gene
expression, and methylation of genes and their environment
were identified (33). Nevertheless, in the course of our
analyses we were able to identify significant imbalances in
these different indicators in apple. These analyses are as
exhaustive and stringent as possible and allow us to reliably
identify an imbalance in the proportion of QTLs, genome
fractionation, gene expression, TEs, exon methylation, and
upstream gene methylation. We propose a model summarized
in Figure 11 to gather all these observations on the apple tree.
Here we hypothesize that the observed imbalances in QTL,
gene expression, TE environment, and DNA methylations

could originate from a bias during the TE burst that
followed the WGD. This TE bias resulted in an imbalance of
methylation in gene upstream region. The methylation bias
would have implication in gene expression and has led to
bias in gene expression. These differences in gene expression
could then lead to bias in DNA methylation of gene body
and to variations in the participation in the phenotype of the
organism and thus to the observed QTL imbalance. We can
also imagine that these differences in expression could be at
the origin of differences in selection pressure on the genes. We
have not observed such a phenomenon in apple yet. This could
be due to a lack of evolutionary time that has not yet allowed
the establishment of such a mechanism. Contrary to what has
been observed in allopolyploid species, the mechanism we
hypothesize here would be much slower to set up because the
original TE differences are much less marked than in species
resulting from a WGD by allopolyploidy.

CONCLUSION

We have shown that QTLs are significantly more frequently
associated with a chromosome (or chromosome fragment)
than with their ohnologous counterpart. This QTL imbalance
is often found to be associated with gene fractionation
imbalance among syntenic blocks. To explain the observed
imbalance, we investigated the selection pressure applied
to the coding sequences of the ohnologous genes through
Ka/Ks. Our analysis indicates that (i) ohnologous genes are
under strong negative selection and (ii) the coding sequences
of the ohnologous genes, not involved in pseudogeneization
process, did not evolve significantly differently. These results
suggest that gene sequence evolution cannot explain by
itself the observed QTL imbalance. We then investigated
the transcription profiles of ohnologous genes and found
an overall imbalance in their expression levels. Integration
of QTLs and transcriptomic data indicated that upregulated
genes are often colocalized with genomic regions richer in
QTLs compared to their ohnologous counterparts. In a next
step, the analyses could be completed by adding functional
analysis and, in particular, GO terms enrichment to check
if particular gene functions are more affected than others.
Moreover, integration of all those results can be useful to
build a model of WGD-duplicate genes fate. In addition, our
differential expression analysis revealed that in the 148 RNA-
seq analyses considered, 1,387 genes were systematically
overexpressed compared to their ohnolog. This observation
prompted us to analyse the TE data and epigenomic context
surrounding the ohnologous genes. Our results indicated
a genome-wide imbalance in TE density and methylation
patterns among whole chromosome pairs and smaller syntenic
blocks. The observed imbalance was even more pronounced
when only the previously mentioned group of genes was
considered to be systematically overexpressed. In fact, out
of the 1,387 genes systematically overexpressed compared to
their ohnolog, 60% were found to have a lower TE density
within their 2 kb upstream region, 60% were found to be
significantly more methylated in CG, CHG and CHH context
on gene body, and 57% were found to be significantly less
methylated in CHH context on gene upstream. Integration
of the various results indicates that in most instances,
the chromosomic regions displaying a significantly higher
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Figure 9. Set of heatmap gathering the correlation coefficients between the different indicators for all the pairs of ohnologous chromosomal fragments analysed
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Figure 10. Set of scatter matrix of the different variables and the associated regression lines for the pairs 1-7

number of mapped QTLs, and hence contributing more to
the phenotypic variability, compared to their ohnolog, also
display a greater percentage of overexpressed genes, and
a lower gene fractionation. In addition, these chromosomic
regions were found to have an overall lower TE density
and to display higher gene body methylation percentages

in all contexts as well as a lower methylation percentages
in gene upstream regions. This set of indicators suggest
a result similar to the overall observation made earlier
but for a particular set of genes. These genes, which
expression are systematically higher than their counterpart,
represent a set that could be of interest for further study.
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Figure 11. Summary diagram of the mechanism implemented in the apple
genome. After WGD, the genome of the common ancestor of the Maloidae
increased from 9 to 18 chromosomes. Quickly after WGD a TE burst occurred
leading to an increase of genome size. This TE burst were probably biased
and followed by important DNA methylations. These mechanisms allow to
establish chromosomal rearrangement that will lead to a genome with 17
chromosomes. Moreover, these mechanisms set up biases that will lead to
a bias of gene expression between the different pairs of chromosomes, a
preferential loss of duplicated genes on some chromosomes compared to
their ohnologues and a different participation of ohnologous chromosomic
fragments to phenotypic variations.

Altogether, our results indicate that post-WGD evolution
affects primarily gene regulatory sequences rather than coding
sequences. This mechanism seems to be associated with
differences in the distribution of TEs with direct impact on
DNA methylation. This differential methylation affect the
transcription of genes resulting in transcriptional imbalances
between the different pairs of chromosomes. We could not
observe any imbalance in selection pressure as a result of
this transcriptional difference, but large-scale gene losses were
observed with important differences in genome fractionation
between different chromosome pairs. Dominant subgenomes
have been identified in many allopolyploid species. In
this analysis we were able to observe similar bias in an
autopolyploid species. In contrast to allopolyploid species
where dominance originates from differences in TE in the pre-
WGD subgenomes, here we hypothesize that the observed bias
may originate from a post-WGD TE burst, leading to a slower
genome evolution compared to allopolyploids.
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Table 3. Results of methylation ratios on each pair of ohnologous
chromosomes in the different regions considered in the 3 methylation contexts.
*p-value < 0.05

couple context region median of ratios

01-07

CG gene body 0.525/0.532*
CG gene environment 0.784/0.805*
CG gene upstream 500bp 0.809/0.909*
CHG gene body 0.032/0.034*
CHG gene environment 0.358/0.365*
CHG gene upstream 500bp 0.411/0.472*
CHH gene body 0.012/0.012*
CHH gene environment 0.119/0.119*
CHH gene upstream 500bp 0.194/0.209*

02-15

CG gene body 0.487/0.457*
CG gene environment 0.745/0.742*
CG gene upstream 500bp 0.841/0.722*
CHG gene body 0.033/0.038*
CHG gene environment 0.326/0.353*
CHG gene upstream 500bp 0.444/0.394*
CHH gene body 0.012/0.012*
CHH gene environment 0.112/0.102*
CHH gene upstream 500bp 0.175/0.155*

03-11

CG gene body 0.553/0.617*
CG gene environment 0.876/0.932*
CG gene upstream 500bp 0.93/0.921*
CHG gene body 0.033/0.041*
CHG gene environment 0.419/0.454*
CHG gene upstream 500bp 0.489/0.485*
CHH gene body 0.012/0.013*
CHH gene environment 0.114/0.12*
CHH gene upstream 500bp 0.187/0.181*

05-10

CG gene body 0.572/0.555
CG gene environment 0.843/0.846
CG gene upstream 500bp 0.83/0.867
CHG gene body 0.045/0.041
CHG gene environment 0.383/0.396
CHG gene upstream 500bp 0.428/0.436
CHH gene body 0.012/0.012
CHH gene environment 0.108/0.111
CHH gene upstream 500bp 0.172/0.181

06-14

CG gene body 0.523/0.516
CG gene environment 0.795/0.852
CG gene upstream 500bp 0.816/0.878
CHG gene body 0.037/0.028
CHG gene environment 0.35/0.394
CHG gene upstream 500bp 0.42/0.47
CHH gene body 0.012/0.011
CHH gene environment 0.114/0.112
CHH gene upstream 500bp 0.184/0.18

08-15

CG gene body 0.484/0.495
CG gene environment 0.799/0.697
CG gene upstream 500bp 0.864/0.662
CHG gene body 0.038/0.025
CHG gene environment 0.393/0.316
CHG gene upstream 500bp 0.475/0.336
CHH gene body 0.013/0.01
CHH gene environment 0.118/0.108
CHH gene upstream 500bp 0.191/0.168

09-17

CG gene body 0.555/0.574
CG gene environment 0.85/0.852
CG gene upstream 500bp 0.816/0.86
CHG gene body 0.045/0.035
CHG gene environment 0.401/0.394
CHG gene upstream 500bp 0.43/0.457
CHH gene body 0.012/0.011
CHH gene environment 0.109/0.113
CHH gene upstream 500bp 0.164/0.189

13-16

CG gene body 0.451/0.467
CG gene environment 0.795/0.802
CG gene upstream 500bp 0.759/0.812
CHG gene body 0.03/0.03
CHG gene environment 0.385/0.394
CHG gene upstream 500bp 0.391/0.43
CHH gene body 0.011/0.011
CHH gene environment 0.117/0.116
CHH gene upstream 500bp 0.183/0.183

Table 4. Summary of the results of non-switching genes between the most
different genes in terms of position number in the CHH context in 2kb
upstream and random genes

couple percentDiff percentNorm wilcoxonPval

01-07 0.53 0.37 4.398138e-08
02-15 0.63 0.39 3.310433e-08
03-11 0.45 0.37 8.827114e-07
05-10 0.50 0.30 2.814601e-08
06-14 0.45 0.34 1.646733e-07
08-15 0.50 0.40 2.828986e-08
09-17 0.52 0.32 3.309252e-08
13-16 0.60 0.40 3.514233e-08
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Titre : Évolution des gènes dupliqués chez le pommier

Mot clés : Duplication complète du génome, Bioinformatique, dominance de sous génome,

génomique, transcriptomique, épigénétique

Résumé : Un événement de duplication du
génome entier (WGD) s’est produit chez l’an-
cêtre du pommier (Malus domestica). Les évé-
nements de WGD ont un impact profond sur
les génomes et sont connus pour être des mo-
teurs majeurs de l’évolution. Cette WGD est
relativement récente (27 Millions d’années)
et fait du pommier un organisme de choix
pour étudier le devenir des gènes dupliqués
par autopolyploïdisation. Dans cette étude,
nous avons examiné l’évolution des fragments
chromosomiques dupliqués, sous le prisme
d’analyses génomiques, transcriptomiques et
épigénétiques. Nous avons identifié 16 779
paires de gènes dupliqués dans le génome

du pommier, confirmant le caractère récent de
la WGD. Les gènes au sein des paires ohno-
logues ne semblent pas soumis à des pres-
sions de sélection différentes. Nous avons
montré plusieurs déséquilibres dans la propor-
tion de QTLs cartographiés entre fragments
chromosomiques dupliqués, et caractérisé di-
vers biais dans le fractionnement du génome,
le niveau d’expression des gènes, la couver-
ture en éléments transposables et la méthyla-
tion de l’ADN. Nos résultats suggèrent une do-
minance sous-chromosomique dans cet auto-
polyploïde, un phénomène proche de la sous-
dominance génomique décrite jusqu’à présent
uniquement chez les allopolyploïdes.

Title: Evolution of duplicated genes in apple

Keywords: Whole Genome Duplication, Bioinformatics, subgenome dominance, genomics,

transcriptomics, epigenetics

Abstract: A whole-genome duplication
(WGD) event occurred in the ancestor of the
apple tree (Malus domestica). WGD events
have a profound impact on genomes and are
known to be major drivers of evolution. This
WGD is relatively recent (27 million years)
and makes the apple tree a prime organism
to study the fate of genes duplicated by au-
topolyploidization. In this study, we examined
the evolution of duplicated chromosomal frag-
ments through the lens of genomic, transcrip-
tomic, and epigenetic analyses. We identi-
fied 16 779 pairs of duplicated genes in the

apple genome, confirming the recent nature
of WGD. Genes within ohnologous pairs do
not appear to be subject to different selection
pressures. We showed several imbalances
in the proportion of QTLs mapped between
duplicated chromosomal fragments, and char-
acterized various biases in genome fractiona-
tion, gene expression level, transposable ele-
ment coverage, and DNA methylation. Our re-
sults suggest a subchromosomal dominance
in this autopolyploid, a phenomenon close to
the genomic subdominance described so far
only in allopolyploids.


	Introduction
	Famille des rosacés
	L'histoire évolutive du pommier
	Les mécanismes de duplications, identification et devenir des gènes dupliqués
	La dominance de sous-génome

	Questions de recherche
	Matériel et méthode
	Environnement informatique
	Statistiques
	Tests de comparaison d'une seule variable
	Tests de comparaison de deux variables
	Tests d'adéquation à une loi
	Tests utilisés dans les méta-analyses

	Matériel génétique

	Préparation des données
	Blocs de synténie
	Introduction
	Matériel et méthode
	Résultats
	Discussion
	Conclusion

	Triplets pommier-pêcher
	Matériel et méthode
	Résultats
	Discussion
	Conclusion


	Étude du fractionnement génomique chez le pommier
	Introduction
	Matériel et méthode
	Résultats
	Discussion
	Conclusion

	Étude des QTLs entre les fragments synténiques
	Introduction
	Matériel et méthode
	Résultats
	Discussion
	Conclusion

	Évaluation de la pression de sélection des gènes ohnologues
	Introduction
	Matériel et méthode
	Résultats
	Discussion
	Conclusion

	Analyse de l'expression des gènes ohnologues
	Introduction
	Matériel et méthode
	Récupération des données
	Pseudo alignement et analyse différentielle
	Analyse des niveaux d'expression

	Résultats
	Récupération des données
	Pseudo alignement et analyse différentielle
	Analyse des niveaux d'expression

	Discussion
	Récupération des données
	Pseudo alignement et analyse différentielle
	Analyse des niveaux d'expression

	Conclusion

	Analyse des éléments transposables des gènes ohnologues
	Introduction
	Matériel et méthode
	Résultats
	Comparaison des régions géniques et intergéniques
	Comparaison des gènes ohnologues et des singletons
	Comparaison des types d'ET des segments synténiques
	Comparaison de l'environnement en ET des gènes ohnologues

	Discussion
	Comparaison des régions géniques et intergéniques
	Comparaison des gènes ohnologues et des singletons
	Comparaison des types d'ET des segments synténiques
	Comparaison de l'environnement en ET des gènes ohnologues

	Conclusion

	Étude des méthylations de l'ADN des gènes ohnologues
	Introduction
	Matériel et méthode
	Récupération des données Bisulfite Seq
	Calcul des rapports de méthylation

	Résultats
	Comparaison des niveaux de méthylation de l'ADN entre les gènes ohnologues
	Comparaison du nombre de positions de cytosines

	Discussion
	Conclusion

	Discussion générale
	Analyse du déséquilibre de QTL
	La dominance de sous-génome

	Conclusion
	Déséquilibre
	Perspective

	Appendices
	Étude du fractionnement génomique chez le pommier
	Évaluation de la pression de sélection des gènes ohnologues
	Analyse de l'expression des gènes ohnologues
	Analyse des éléments transposables des gènes ohnologues
	Étude des méthylations de l'ADN des gènes ohnologues
	Intégration des résultats

	Appendices Articles
	Article accepté
	Article soumis

	Bibliographie

