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Préambule

Préambule

Comme en témoignent les illustrations laissées par les anciennes civilisations, les océans
et leurs habitants ont depuis toujours été une source de fascination pour 1’homme
(Figure 1). Durant I’antiquité, I’ouvrage « Historia Animalium » écrit par Aristote ouvre la
voie vers le recensement et la description des organismes marins, principalement des
poissons et mollusques (Aristote, 343 AEC). Bien plus tard, au XVI°™siécle, Pierre Belon
et Guillaume Rondelet recenseront en Europe les poissons et invertébrés observés lors de
voyages dans de nombreuses citées méditerranéennes (Figure 1c) (Belon, 1551; Rondelet,
1554, 1555). Ce n’est cependant que dans les années 1670, qu’Antoni van Leeuwenhoek
commence a attirer I’attention sur des habitants marins encore insoupconnés : les
microorganismes. Dans ses lettres destinées a la Royal Society, Leeuwenhoek rapporte
I’observation de « petits animalcules » présentant « diverses couleurs et formes » dans un
¢chantillon d’eau prélevé dans un lac aux Pays-Bas (Corliss, 1975). Il fut ainsi
probablement le premier a observer et décrire des organismes microscopiques et des

espéces phytoplanctoniques (Figure 1d) (Finlay, 2001).
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Figure 1 : Représentation d’organismes aquatiques de I'antiquité au 19 ™€ siécle.

a) Relief représentant des poissons et crabes, ceuvre datée de 700 AEC provenant
d’Assyrie et exposée au British Museum. b) Illustration d’un monstre marin sur la carte du
monde de Mercator en 1569. c) lllustration d’un dauphin par Pierre Belon au 16°™¢ siécle
(Belon, 1551). d) Croquis de la microalgue Volvox sp. par Antoni van Leeuwenhoek, qu’il
considéra a I'époque comme un « animalcule », dessin provenant d’une lettre datée du 2

janvier, 1700. e) Croquis de microalgues Diatomées par Kitzing (1833).
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1. Les microalgues

Photographie réalisée par le Pr. Gordon T. Taylor, Stony Brook University.
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1.1. ROles écologiques du phytoplancton

Le phytoplancton constitue 1I’ensemble des microorganismes photosynthétiques vivant dans
un milieu aquatique. Ces organismes sont subdivisés en deux groupes selon leur
structuration cellulaire interne : celui des Cyanobactéries, composé¢ d’organismes
procaryotes et celui des microalgues, formé par des organismes eucaryotes. La
photosynthése permet a ces organismes microscopiques de transformer le CO:
atmosphérique solubilis¢ dans 1’eau en carbone organique et de produire de 1’O». Ce
processus est réalisé par la conversion de 1’énergie solaire en énergie chimique, grace a
I’intervention de pigments chlorophylliens contenus dans les chloroplastes. Dans les
milieux aquatiques, la photosynthese est réalisée par le phytoplancton dans la zone ou la

lumiere solaire traverse la masse d’eau. Celle-ci est nommeée la « zone euphotique ».

A I’échelle globale de notre planéte, le phytoplancton est présent sur les trois quarts de la
surface de la Terre. Pourtant, il représente moins de 1% des 600 milliards de tonnes de
carbone que représente la biomasse photosynthétique globale (Falkowski, 2002).
Cependant, la contribution de ces organismes a la photosynthése est estimée a 40-45% a
I’échelle de la planéte et a 80-90% au niveau des océans (Duarte et Cebrian, 1996; Field et
al., 1998; Geider et al., 2001). Par son role de producteur primaire, le phytoplancton
constitue le premier compartiment des réseaux trophiques des océans. Il représente la
source principale de carbone organique nécessaire a la vie des organismes hétérotrophes
marins, tels que des petits crustacés, bivalves ou poissons. Par conséquent, le phytoplancton
posseéde un role clef dans le cycle du carbone des océans, en participant a la « pompe

biologique du carbone » (Geider et al., 2001) (Figure 2).

En effet, le carbone organique généré par le phytoplancton a la surface est par la suite
exporté vers les fonds marins. Par exemple sous forme de cellules mortes ou de pelotes
fécales (Figure 2) (Falkowski, 2002). Le carbone organique qui atteint le fond des océans
peut ensuite étre reminéralisé par des bactéries et étre séquestré durant plusieurs milliers
d’années (Figure 2) (Falkowski, 2002). Cette source de carbone participe a la formation de
puits de pétrole au cours des temps géologiques. Les organismes phytoplanctoniques
permettent ainsi I’export et la séquestration du carbone atmosphérique dissous de la couche
euphotique vers les fonds océaniques (Figure 2) (Volk et Hoffert, 1985). Par cette

contribution a limiter I’accumulation de CO; dans 1’atmosphére a I’échelle de la Terre, le
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phytoplancton limite la proportion de ce gaz a effet de serre et a ainsi une influence majeure
sur le climat (Falkowski, 2002). Les organismes phytoplancton participent également a
d’autres cycles biogéochimiques qui sont indispensables a leur survie, tels que 1’azote et le

phosphore (Corner et Davies, 1971).

Parmi les communautés phytoplanctoniques, le groupe des Cyanobactéries est composé
d’organismes divers. Le nombre d’espéces de ce groupe est estimé a environ 8 000 especes,
bien qu’environ 3 000 seulement aient été décrites (Guiry, 2012; Nabout et al., 2013).
Celui-ci est majoritairement représente par les genres, Prochlorococcus et Synechococcus
(Waterbury, 1986; Partensky et al., 1999; 2012). Le nombre des espéces de microalgues est
quant a lui estimé entre 70 000 et 150 000, bien qu’il pourrait étre proche de 1 million
(Guiry, 2012; de Vargas et al., 2015).
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Figure 2 : Illustration de la pompe biologique et de la pompe physique du carbone.

Pompe biologique : le carbone atmosphérique est transformé en carbone organique par

la photosynthése du phytoplancton. Le carbone organique fixé par les organismes

phytoplanctoniques est ensuite consommé par les prédateurs hétérotrophes. Une

fraction du carbone organique est transférée vers le fond, ou elle est reminéralisée par

des bactéries. Au cours des échelles de temps géologiques, ce carbone séquestré dans le

fond conduit a la formation de pétrole. Pompe physique : les courants qui plongent vers

le fond exportent le CO; présent en surface vers les profondeurs et ne sera plus en contact

avec I'atmosphére. Des phénoménes de remontées des eaux (upwelling), peuvent

transporter le CO; dissous vers la surface. Image provenant de Bopp et al. (2002).
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1.2. Ladiversité des microalgues

Les microalgues forment un groupe d’organismes polyphylétiques (Figure 3). Le terme
« microalgue » n’a ainsi pas de sens taxonomique. Il permet par commodité de regrouper
les microorganismes photosynthétiques eucaryotes, unicellulaires ou multicellulaires,
vivant dans un milieu aquatique. 1l existe en effet des especes unicellulaires telle que
Chlamydomonas reinhardtii et multicellulaires telle que Volvox carteri. Les microalgues
sont des organismes aquatiques cosmopolites, recensés dans la majorité des milieux
aquatiques du globe terrestre. Elles sont présentes dans des eaux douces, saumatres ou
salées, tels que les fleuves, les marécages et les océans. Ces organismes ont également été
identifiés dans des habitats extrémes tels que des crodtes biologiques de sable dans les
déserts, des plaques de glace, des cours d’eau a trés haute altitude, des sources d’eaux
chaudes et dans 1’atmosphére (Sakai et al., 1995; Rott et al., 2006; Pawlowski et al., 2011,
Anesio et Laybourn-Parry, 2012; Treves et al., 2013; Tesson et al., 2016). Au cours de leur
vie, ces organismes vivent de facon solitaire ou en colonie, mais peuvent également se
développer a lintérieur des tissus d’un autre organisme. Par exemple, certaines
microalgues parasitent des poissons ou des bivalves (Gray et al., 1999). D’autres espéces
vivent en symbiose, par exemple avec des coraux (Berthelier et al., 2017). Cette symbiose
permet par exemple un échange de nutriments entre ces organismes et leur permet de vivre

dans des régions océaniques oligotrophes.

Il existe donc de trées nombreuses espéces de microalgues. Elles ont pu s’adapter a la plupart
des milieux aquatiques et présentent une forte diversité génétique et morphologique. Ainsi,
au sein d’'une méme espéce, différentes souches provenant d’écotypes tres différents
peuvent coexister. Bien que peu documenté dans la littérature, il existe une grande diversité
génétique au sein d’une méme espéce (Flowers et al., 2015; Gallaher et al., 2015; Blanc-
Mathieu et al., 2017; Koester et al., 2018). De plus, cette diversité génétique peut également
étre observable pour des souches d’origine non-clonale suggérant ainsi qu’une souche
correspond davantage a une population d’individus génétiquement différents (Carrier et al.,
2018). L’origine de cette diversité génétique est notamment liée au cycle de vie des
microalgues qui est en général court (en moyenne 1 division par jour) et du fait de la dérive
génétique. La reproduction sexuée permet également d’amplifier ce phénomeéne. Les
mécanismes de reproduction et les cycles de vie sont cependant encore tres mal connus

pour la plupart des especes de microalgues.
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Figure 3 : Arbre phylogénétique représentant la distribution des taxons de microalgues.

Image adaptée de Not et al. (2012).
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1.3. Origine des microalgues

L’origine commune des microalgues s’appuie sur la théorie de 1’endosymbiose
(Mereschkowsky, 1910; Margulis, 1975). Celle-ci est basée sur 1I’¢tude des chloroplastes et
explique I’origine commune de 1’ensemble des eucaryotes photosynthétiques. Il y a 1,8
milliards d’années, une Cyanobactérie ancestrale aurait été phagocytée par une cellule
eucaryote hétérotrophe (Figure 4). La cellule eucaryote aurait ensuite pu intégrer la
Cyanobactérie ancestrale dans sa machinerie cellulaire. Celle-ci donnant naissance au cours
du temps au premier chloroplaste eucaryote (Gould et al., 2008; Poole et Neumann, 2011).
Cet évenement « d’endosymbiose primaire » est supporté par des études génétiques
démontrant des similitudes entre les chloroplastes des eucaryotes et des Cyanobactéries
(Not et al., 2012). Au cours de I’évolution, cette endosymbiose primaire aurait permis
I’émergence des Chlorophytes (lignée verte), Rhodophytes (lignée rouge) et des
Glaucophytes (Figure 4). De nouveaux ¢événements d’endosymbioses, nommeés
« endosymbioses secondaires » auraient ensuite eu lieu (Keeling, 2010). Des évenements
indépendants de phagocytoses de Chlorophytes ancestraux par des eucaryotes
hétérotrophes seraient a 1’origine de 1’émergence des Chlorarachniophytes et des
Euglénophytes (Figure 4). De méme, des événements indépendants de phagocytoses de
Rhodophytes ancestraux par des eucaryotes hétérotrophes auraient conduit a 1’apparition
des Straménopiles, Dinophytes, Cryptophytes et des Haptophytes (Lang-Unnasch et al.,
1998) (Figure 4). D’autres séries d‘endosymbioses, nommées « endosymbioses tertiaires »,
auraient eu lieu par la suite. L’ensemble de ces événements d’endosymbiose serait a
I‘origine de la diversité taxonomique actuelle des microalgues chez les eucaryotes
(Figure 3).
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Figure 4 : Représentation schématique de |'origine endosymbiotique des microalgues.

Image simplifiée et adaptée de Keeling (2013).
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1.4. Les taxons de microalgues les plus étudiés

Parmi les microalgues, les Chlorophytes constituent le taxon le plus examiné. Celles-ci sont
fortement étudiées dans la compréhension de I’évolution des eucaryotes photosynthétiques.
Les microalgues d’eau douce, Chlamydomonas reinhardtii, Chlorella sp. et Volvox carteri
(Figure 5) sont les principales espéces modeles de ce taxon. Les microalgues marines des
genres Micromonas, Bathycoccus et Ostreococcus sont également tres étudiés. Ces
organismes sont fortement abondants dans les zones euphotiques des océans (Worden et
al., 2009). Chez les Straménopiles, les Diatomées sont considérées comme les microalgues
dominantes au niveau des cotes des océans. Elles sont ainsi fortement étudiées pour leur
participation aux grands cycles biogéochimiques et notamment celui du carbone. Leur
contribution annuelle dans la production primaire globale est estimée a 20% (Tréguer et
Pondaven, 2000). Certaines espéces effectuent des efflorescences massives et sont
examinées pour leurs intéréts écologiques, géologiques et paléontologiques. Les espéces
Phaeodactylum tricornutum (Figure 5), Thalassiosira pseudonana et Nannochloropsis
gaditana sont parmi les plus analysées. Chez les Alvéolées, les Dinophytes sont également
considérés comme abondants dans les océans (Field et al., 1998). Ces organismes sont
analysés pour leur capacité a realiser des efflorescences pouvant étre toxiques tel que les
genres Alexandrium ou Karenia. Certaines especes sont aussi examinées pour leur aptitude
a vivre en symbiose avec des coraux, telles que les especes du genre Symbiodinium (Figure
5), permettant ainsi la formation des récifs coralliens. Enfin, les Haptophytes sont quant a
eux de plus en plus considérés comme un groupe majeur de 1’écologie des milieux

océaniques (Liu et al., 2009a).
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Figure 5 : Apercu de la diversité phénotypique des microalgues.

Photographie par microscopie de a) Volvox carteri (Chlorophyte), b) Phaeodactylum
tricornutum (Diatomée) et c) Symbiodinium sp. (Dinophyte). Photographies prisent par
D. Kirk, Washington University ; A. de Martino et C. Bowler, Stazione Zoologica et Ecole

Normale Supérieure ; T. C. Laleunesse, Pennsylvania State University.
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1.5. Le phylum des Haptophytes

Les Haptophytes sont aujourd’hui considérés parmi les microalgues les plus dominantes du
phytoplancton marin, que ce soit au niveau des écosystéemes cotiers ou des océans ouverts
(Liu et al., 2009a; Eikrem et al., 2016). Ces organismes présentent une taille généralement
comprise entre 2 et 30 um (Eikrem et al., 2016), bien que de nombreuses especes possedent
une taille inférieure située entre 0.2 et 2 um (Jardillier et al., 2010; Kirkham et al., 2011).
En raison d’un grand nombre d’espéces de petite taille, la diversité des Haptophytes a tout
d’abord été fortement sous-estimée lors de leur identification par microscopie (Edvardsen
et al., 2016). Ce sont finalement les méthodes moléculaires basées sur 1’analyse des
séquences d’ARNr 18S, qui ont permis de prendre conscience de leur forte diversité
(Moon-van der Staay et al., 2001). La classification phylogénétique de ces organismes
repose aujourd’hui sur cette méthode d’analyse. Les Haptophyte sont ainsi représentés par
deux groupes taxonomiques majoritaires. Celui des Pavlovophycées, formé par quatre
genres et comprenant 13 espéces (Bendif et al., 2011, 2013) et celui des Prymnésiophycées

constitué de 318 especes regroupées dans 76 genres (Jordan et al., 2004).

La plupart des Haptophytes vivent de fagon solitaire, méme si certaines forment des
colonies (Green et Parke, 1975; Andersen et al., 2014) ou vivent en symbiose avec des
radiolaires ou des foraminiferes (Gast et al., 2000; Decelle et al., 2012). Leurs cellules
possedent généralement deux flagelles qui leur permettent un déplacement de type
elliptique par la réalisation de pulsations (Eikrem et al., 2016). Un appendice filiforme
nommeé haptonéme, situé entre ces deux flagelles (Figure 6) est impliqué dans la détection
d’obstacles et la capture de proies (Kawachi et al., 1991). Bien que la plupart des
Haptophytes soient photo-autotrophes, certaines especes sont mixotrophes (Tillmann 1999)
et dans de rares cas hétérotrophes stricts (Marchant et Thomsen, 1994). Des auteurs
estiment que leur capacité de mixotrophie, leur fort taux de croissance et leur taille
relativement grande expliqueraient leur forte abondance dans 1’océan par rapport aux autres
populations de microalgues (Cuvelier et al., 2010). En effet, les Haptophytes
représenteraient entre 30 et 50% de la biomasse photosynthétique de 1’océan mondial. Cette
proportion serait ainsi prés de deux fois supérieure a celle des Diatomées et des
Cyanobactéries (Figure 7) (Liu et al., 2009a).
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Figure 6 : Représentation schématique de la composition d’une cellule Haptophyte.

Ch: chloroplaste, Co: coccolithes, CV: vésicule formant les coccolites, dCo:
développement d’hétérococcolithe, dOS : écailles organiques en développement, F:
flagelle, FA : appareil flagellaire, G : appareil de Golgi, H : haptonéme, M : mitochondrie,
N : noyau, OS: écailles organiques, P: pyrénoide, PER: réticulum endoplasmique

périphérique, V : vacuole. Image provenant de Tsuji et Yoshida (2017).
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Figure 7 : Contribution des Haptophytes, Diatomées, et Cyanobactéries a la biomasse

photosynthétique de I'année 2000.

Image provenant de Liu et al. (2009a).
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De couleur jaune-marron, la cellule des Haptophytes est géneralement couverte par une ou
plusieurs couches d’écailles organiques (Figures 6 et 8). Certaines espéces nommeées
coccolithophores générent également des écailles calcifiées nommées «coccolithes». Par la
formation de ces écailles, les coccolithophores possédent un role important dans le cycle
biogéochimique du cycle du carbone (lglesias-Rodriguez et al., 2002). La formation de
leurs coccolites varie selon le cycle de vie de I’espéce (Figure 9) (Brownlee et al., 2015).
De maniére générale, le cycle de vie de la plupart des Haptophytes est haplodiplophasique
(Figure 9). Néanmoins, le cycle de vie de certaines especes comme celles constituant

I’Ordre des Isochrysidales (non coccolithophores) est encore mal connu (Figure 9).

Les Haptophytes coccolithophores sont fortement étudiées pour leur intérét en géologie et
paléoclimatologie. En effet, les Haptophytes représentent une part importante de la craie et
leur présence est connue depuis le Trias (-252 a -201 millions d’années). Elle est fréquente
aussi au Crétacé (-145 a -65 millions d’années). Au cours du temps, I’accumulation des
coccolithes de ces organismes forme les importantes couches de sédiments qui composent
les falaises de Douvres ou d'Etretat en France. De plus, les Haptophytes appartenant a
I’Ordre des Isochrysidales produisent des lipides neutres uniques en leur genre, nommés
alcénones, qui sont conservés dans les sédiments anciens (Marlowe et al., 1984). La
production de ces lipides est connue pour €tre influencée par la température de I’eau. En
effet, des températures élevées favorisent la production d’alcénones di-insaturés par rapport
aux alcénones tri-insaturés (Conte et al., 2006). Ainsi, les alcénones sont utilisés comme

biomarqueurs en paléoclimatologie (Rechka et Maxwell, 1988).

La coccolithophore Emiliania huxleyi constitue 1’organisme mod¢le des Haptophytes. Cette
microalgue est notamment étudiée en raison des efflorescences étendues et massives de
bloom qu’elle est capable de réaliser (Figure 10). Les premicres données transcriptomiques
ont été obtenues pour cette espece (von Dassow et al., 2009) et son génome a ensuite été
séquencé (Read et al.,, 2013). Depuis, de nouvelles données génomiques et
transcriptomiques commencent a é&tre accumulées pour d’autres espéces telles que
Tisochrysis lutea et Chrysochromulina tobin (Annexe 1) (Carrier et al., 2014; Hovde et al.,
2015; Carrier et al., 2018).
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Figure 8 : Visualisation par microscopie de cellules d’Haptophytes.

a) Ecailles organiques de Chrysochromulina sp. b) Ecailles calcifiées de Coccolithus

pelagicus. Images provenant de Tsuji et Yoshida (2017).
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Figure 9 : Phases de vie des différentes familles d’Haptophytes.

Le cycle de vie des Isochrysidaceae est encore inconnu. Les cercles gris indiquent les
phases produisant des coccolites. L'exemple du cycle de vie d’Emiliania sp. est proposé
avec une alternance d’une phase sexuée et d’'une phase asexuée. Arbre phylogénique de

Houdan et al. (2004) et illustration de M. Bendif, University of Oxford.
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Figure 10 : Photographie satellite d’'une efflorescence de la microalgue Haptophyte

Emiliania huxleyi a proximité des cotes de la Grande-Bretagne.

Photographie de S. Groom, Plymouth Marine Laboratory.
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2. Lagénomique
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Figure 11 : Représentation des séquences de I’ADN en bio-informatique.

Image provenant du National Human Genome Research Institute (NHGRI).
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2.1. Historique de la génomique

Le séquencage de ’acide désoxyribonucléique (ADN) est une méthode permettant de
déterminer 1’enchainement de nucléotides constituant un fragment ou 1’intégralité¢ d’une
molécule d'ADN. En génétique et bio-informatique, les bases azotées nucléiques sont
représentées par les lettres A, G, T et C (Figure 11). Celles-ci représentent les bases
puriques : adénine (A) et guanine (G) et les bases pyrimidiques: thymines (T) et
cytosines (C).

Les techniques de séquencgage de I’ADN ont été initiées paralléelement par les équipes de
Sanger et Maxam (Sanger et Coulson, 1975; Maxam et Gilbert, 1977). Frederick Sanger et
ses collégues furent les premiers a séquencer le génome complet d’un organisme, le virus
$X174, d’une taille de 5 375 paires de bases (pb) (Sanger et al., 1977). Des appareils
utilisant en partie la méthode de séquencage Sanger ont ensuite été développés par ABI
(Applied Biosystems) en 1987 (Shendure et al., 2017). Celle-ci deviendra par la suite la
technologie de référence de séquengage de I’ADN. Elle posséde un taux d’erreur inférieur
a 0.01% mais reste codteuse, pour un faible débit de séquencage (environ 1 heure pour
séquencer 1 000 pb). Elle est donc onéreuse pour séquencer de grands génomes complexes
d’organismes eucaryotes composés de millions, voire de milliards de pb. Pour exemple, le
projet de séquencage du génome humain, utilisant en partie cette technologie, a duré 10 ans
(1991-2001) et a codté autour de 2,7 milliards de dollars US
(https://www.genome.gov/11006943/).

Dans les années 2005, les techniques de séquencages d’ADN de seconde génération ont été
développées afin de permettre un débit plus élevé et moins onéreux : les technologies 454
(Roche Diagnostic) et lllumina (Tableau 1 et Figure 12). En raison de son co(t peu élevé
et de son faible taux d’erreur, la technologie Illumina est actuellement la plus utilisée pour
séquencer un génome entier. Pour exemple, le taux d’erreur de I’Illumina HiSeq 4000 est
aujourd’hui inférieur a 1% et elle figure parmi les technologies les moins colteuses du
marché (Tableau 1). Cette technologie réalise 1’amplification et le séquengage de courts
fragments d’ADN nommés short reads de 100-150 pb qui peuvent étre obtenus
« en paires » (paired-end). Les données genérées par le séquencage peuvent ensuite étre
traitées par bio-informatique. Des logiciels ont ainsi été congus pour assembler ces short

reads et reconstruire les séquences d’ADN du génome.
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Le séquengage d’un génome entier nécessite que les short reads représentent 1’ensemble
de ’ADN du génome, avec une profondeur permettant de s’affranchir des erreurs de
séquencage et de limiter les variations génétiques. Cependant, 1‘assemblage de ces
short reads par les outils bio-informatiques ne permet pas d’obtenir la reconstruction des
séquences des chromosomes, mais de morceaux de chromosomes nommeés contigs. Cette
limite est en partie due aux longues régions répétées pouvant représenter une forte
proportion des génomes. L’assemblage des short reads d’ADN ne permet généralement
pas de résoudre la construction des portions répétées (Treangen et Salzberg, 2011).

Depuis les années 2010, la troisieme génération de séquencage est apparue a travers les
technologies Pacific Biosciences et Oxford Nanopore Technology (Tableau 1 et Figure 12).
Ces procédés réalisent le séquencage direct de longues molécules d’ADN. Ces séquences
sont nommées long reads et ayant une taille en moyenne supérieure a 10 000 pb (Tableau
1). L’assemblage de long reads peut permettre la construction d’un génome peu fragmenté.
En effet, contrairement aux short reads obtenus par les technologies de seconde génération,
ces long reads peuvent résoudre I’assemblage des parties répétées du génome. Cependant,
ces nouvelles techniques présentent, a 1’heure actuelle, un taux d’erreur d’environ 10%
(Tableau 1). Le taux d’erreur de ces assemblages peut étre diminué en les associant avec

des données short reads de seconde génération (Phillippy, 2017; Zimin et al., 2017).

Pour recenser et traiter les premieres données de séquencage, le développement de la bio-
informatique a été réalisé en parallele de I’amélioration des différentes technologies de
séquengage de I’ADN. Le recensement de séquences nucléiques ou protéiques, dont la
fonction avait été identifiée par des études fonctionnelles, a pu étre facilité a partir des
années 1980 par la création de banques de données internationales telles que « EMBL
Nucleotide Sequence Data Library » de EMBL-EBI (European Molecular Biology
Laboratory - European Bioinformatics Institute) ou GenBank de NCBI (National Center
for Biotechnology Information). De plus, la création d’outils d’alignements de séquences,
tels que le FASTA (Lipman et Pearson, 1985), puis le BLAST (Basic Local Alignment
Search Tool) (Altschul et al., 1990), a permis la recherche et la comparaison des séquences

nucléiques présentes dans les banques (Shendure et al., 2017).

En parallele, les premiers séquengages de génomes entiers d’organismes complexes ont
débuté dans les années 90 avec le séquengage du genome du nématode Caenorhabditis
elegans, de la plante Arabette des dames (Arabidopsis thaliana), de la drosophile
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(Drosophila melanogaster) et de I’ Homme (C. elegans Sequencing Consortium, 1998;
Adams, 2000; Lander et al., 2001; The Arabidopsis Genome Initiative, 2000; Venter et al.,
2001). Une fois le séquencage réalisé, ces génomes ont commencé a étre annotés.
L’annotation correspond a 1’identification des différentes régions du génome (e.g. génes,
régions régulatrices et régions répetées). Dans le méme temps, 1’annotation fonctionnelle
par méthode expérimentale s’est amplifiée pour connaitre la fonction des différentes

régions des génomes, et permette en méme temps d’enrichir les banques de données.

Aujourd’hui, I’annotation fonctionnelle des nouveaux génomes est principalement réalisée
de facon automatique par des approches de prédictions. Pour cela, les outils bio-
informatiques utilisent des séquences de génes présentes dans les banques de données et
pour lesquelles la fonction est connue. Les limites de ces outils dépendent généralement du
faible nombre de données recensées ainsi que du manque d’études fonctionnelles
expérimentales. En général, seulement 30% des génes d’un génome ont une prédiction
correcte. Cette limite est fréquente lors de I’annotation des génomes de microalgues (Hovde
et al., 2015; Carrier et al., 2018).

Tableau 1: Comparaison de critéres entre des instruments de séquencage lllumina et

Oxford Nanopore.

Tableau provenant d’une présentation réalisée par la plateforme de séquencage

Genoscope du CEA (Commissariat a I'Energie Atomique et aux Energies Alternatives).

Oxford
. . lumina | Illumina Oxford Oxford xtor
Instrument llumina | lllumina HiSeq | NovaSeq | Nanopore | Nanopore Nanopore
MiS NextS P th
bea | NeXeA | 4000 | 6000 | MinlON | GridlON r‘jlgs
Total 5a15 120 1,5 6 5 25 Gbases 2,4
bases/run Gbases Gbase Tbases Tbases Gbases Tbases
Temps
29 3,5 40
pour 1 run 3 jours ) 48 heures | 48 heures | 64 heures
heures jours heures
(max)
Longueur 2x300 | 2x150 | 2x150 | 2x150 >10 >10 >10
des reads bases bases bases bases Kilobases | Kilobases | Kilobases
T 0,12
A T 01a1% |01a1% | 0 lo01a1% | <10% <10% <10%
d’erreur 1%
Colt de
. S99K | $S250K | S740K | $1000K S1K / /
I'instrument
Colt du
1202 1202
séquencage | $106 | $36 $21 g1p | P08 | 51208 4.0,
240 240
par Gb
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Figure 12 : Apercu visuel de I’évolution des technologies de séquencage de I’ADN.
Applied Biosystems Genetic Analysis systems (1¢" génération), b) lllumina HiSeq (2"
génération), c) Oxford Nanopore MinlON (3°™¢ génération). Photographies provenant
de : https://commons.wikimedia.org/wiki/File:ABI_3730_(2).JPG;

https://fr.m.wikipedia.org/wiki/Fichier:lllumina_HiSeq_2500.jpg;

https://www.nasa.gov/mission_pages/station/research/news/dna_sequencing
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2.2.  Lagénomique chez les microalgues

L’émergence de la génomique chez les microalgues a débuté pendant les années 2000 par
le sequencage des trois chromosomes nucléo-morphes de la Cryptophyte Guillardia theta
(Douglas et al., 2001). C’est cependant a partir de 2004 que les premiers génomes de
microalgues ont été publiés, ceux de la Rhodophyte Cyanidioschyzon merolae (Matsuzaki
et al., 2004) et de la Diatomée Thalassiosira pseudonana (Armbrust, 2004). Quelques
annees plus tard, les séquencages des génomes des especes Ostreococcus tauri,
Ostreococcus lucimarinus, Chlamydomonas reinhardtii (Chlorophytes) et Phaeodactylum
tricornutum (Diatomées) ont été réalisés (Derelle et al., 2006; Palenik et al., 2007;
Merchant et al., 2007; Bowler et al., 2008). Actuellement, une centaine de génomes
d’especes différentes ont été séquencés (Annexe 1). La moitié de ces espéces appartiennent
au taxon des Chlorophytes. Cette forte proportion s’explique par leur promiscuité
taxonomique avec les plantes, d’ou ’intérét de mieux comprendre 1’origine évolutive de
ces derniers. Chez les Straménopiles, les génomes d’une vingtaine de microalgues
appartenant principalement au groupe des Diatomées et Eustogmatophytes ont été
séquenceés. Chez les Alvéolées, Huit génomes d’especes différentes sont disponibles. Un
plus grand nombre appartient aux Dinophytes et au genre Symbiodinium. Les assemblages
génomiques obtenus pour les Dinophytes sont généralement incomplets en raison de la
taille importante de leurs génomes. Chez les Haptophytes, cing génomes d’espéces
différentes ont été séquenceés. Le génome du coccolithophore Emiliania huxleyii (Read et
al., 2013) et les génomes des espéces non-coccolithophores Chrysochromulina tobin
(Hovde et al., 2015), Chrysochromulina parva (non publié), Tisochrysis lutea (Carrier et
al., 2018) et Pavlovales sp. (non publié). Enfin, peu de génomes ont été séquencés chez les
autres taxons de microalgues. A notre connaissance, seuls les génomes de trois
Rhodophytes, deux Cryptophytes, une Chlorarachniophyte et une Glaucophyte ont eté
séquencés (Curtis et al., 2012; Price et al., 2012) (Annexe 1). Ce recensement permet de
mettre en évidence que peu de génomes de microalgues ont été séquencés par rapport a leur
abondance et a leur diversité. La proportion d’especes séquencées est tres hétérogene selon
les taxons. Les taxons les plus étudiés au niveau génomique sont les Chlorophytes et les
Diatomées. Les assemblages de génomes de certaines espéces ont €té caractérisés a

I’échelle des chromosomes (exemple : C. reinhardtii), mais la majorité des assemblages
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des geénomes des autres microalgues sont majoritairement fragmentés en contigs
(Annexe 1).

De maniere générale, il existe une faible connaissance des genes de microalgues ainsi que
des autres constituants des génomes tels que les éléments répétés. Parmi les portions
répétées des génomes, les éléments transposables (ETs) ont été trés peu étudiés chez les
microalgues, malgré leur forte proportion dans les génomes eucaryotes (Kazazian, 2004).
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3. Les éléments transposables (ETS)

Figure 13 : Barbara McClintock.

B. McClintock examinant les grains de mais dans son laboratoire a Cold Spring Harbor en
1963. Elle recoit le prix Nobel de physiologie ou médecine en 1983 pour sa découverte
des éléments transposables.

Photographie provenant de : https://profiles.nlm.nih.gov/ps/retrieve/ResourceMetadata/LLBBPQ
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3.1. Découverte et role des ETs

Les travaux de Mendel (1865) sur la transmission des caractéres héréditaires, puis ceux de
Morgan (1910) sur le réle des chromosomes dans cette transmission ont longtemps conduit
les scientifiques a considérer les génomes des organismes comme une suite de génes
positionneés les uns aprés les autres (Mendel, 1865; Morgan, 1910). Le génome était ainsi

considéré comme une entité stable, ou seuls les génes avaient un intérét.

Cependant, dans les années 1950, Barbara McClintock (Figure 13) remet en question cette
vision, par la découverte de séquences d’ADN pouvant changer de position (=transposer)
dans le génome du mais. Elle découvre que la mobilité de ces séquences provoque des
cassures de I’ADN et peut avoir des impacts sur le phénotype des grains de mais
(McClintock, 1950) (Figure 14). Ces séquences mobiles sont aujourd’hui nommées
¢léments transposables (ETs). A I’époque, cette découverte remet en question le caractere
stable de I’ADN. La présence d’ETs a ensuite été identifiée chez des bactéries et ou ils sont
nommees IS (Insertional Sequences) (Shapiro, 1969). A I’époque, I’existence des ETs a été
en grande partie contestée par la communauté scientifique qui ne concevait pas que les
génomes puissent étre dynamiques (Biemont, 2010). Dans les années 1980, la découverte
du rdle des ETs dans la pathologie de dysgénésie des hybrides chez D. melanogaster est
décisive dans I’acceptation de leur importance (Picard et al., 1978; Kidwell, 1979). Les
effets déléteres des ETs conduisent les chercheurs Doolittle et Sapienza en 1980 a

développer 1’idée d’éléments « égoistes » (Doolittle et Sapienza, 1980).

Pour la découverte de ces éléments, B. McClintock recoit un prix Nobel en 1983, et
contrairement a 1’idée de 1’¢1ément « égoiste », elle propose que les ETs constituent des
composants majeurs des génomes, pouvant jouer un role important dans 1’évolution des
espéces (McClintock, 1984; Biemont, 2010). Ce r6le est aujourd’hui reconnu et étudié chez

la plupart des organismes (Kazazian, 2004).
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Figure 14 : Grains de mais présentant des phénotypes instables.

Les phénotypes de différentes couleurs sont causés par I'insertion ou non d’un ET dans un

géne codant une enzyme liée a la synthése du pigment anthocyanine. Image adaptée de

Feschotte et al. (2002).
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3.2. Définition, ubiquité et proportions des ETs

Les ¢léments transposables (ETs) se définissent comme des séquences d’ADN pouvant se
déplacer (ou transposer) d’une région a une autre d’un chromosome, ou d’un chromosome
a un autre. Les ETs sont présents chez les génomes de tous les organismes : eucaryotes,
bactéries, archées et virus. Selon leur mécanisme de déplacement, les ETs peuvent générer
des copies lors de leur transposition. Ainsi, ils constituent généralement une part importante
des régions répétées des génomes. Chez les eucaryotes, ils représentent une fraction
variable : 3% du génome de la levure, 45% chez I’homme et jusqu’a 80% chez le mais
(Lander et al., 2001; Schnable et al., 2009; Carr et al., 2012) (Figure 15). La proportion
d’ETs peut étre similaire pour certaines especes evolutivement proches, tels que ’homme
et le chimpanzé (The Chimpanzee Sequencing and Analysis Consortium, 2005), ou
fortement varier entre des espéces du méme genre, par exemple entre des especes de
drosophiles. La proportion d’ETs est prés de trois fois supérieure chez Drosophila
melanogaster par rapport a Drosophila simulans (Lerat et al., 2011; Vieira et al., 2012). De
plus, la proportion des ETs influe sur la taille du génome de 1’héte (Figure 16). En effet, le
génome du mais posséde une taille importante de 2,3 Gpb et est constitué a 80% d’ETs.
D’autres mécanismes comme la polyploidie chez les plantes expliquent aussi une taille
importante de génomes. Chez les microalgues, les Dinophytes présentent également des
tailles de génomes hors normes pouvant étre estimées a 110 Gpb pour Alexandrium
tamarense (LaJeunesse et al., 2005; Jaeckisch et al., 2011). Cette taille importante n’est pas
attribuée aux ETs mais a des évenements de duplications de genes et du génome entier
(Van Dolah et al., 2009).

L’¢re du séquencage haut débit a permis de mettre en évidence une grande diversité d’ETS
chez des organismes eucaryotes de phylum variés. Le nombre croissant de génomes
séquenceés et la découverte exponentielle de nouveaux éléments ont conduit a la proposition

de méthodologies de classification des ETs chez les organismes eucaryotes.

48



Zeamays
Gossypium exiguum K
Hordeum vulgare
Gossypium raimondii D
Gossypium herbaceum A
Monodelphis domestica
Aedes aegypti
Bombyx moni
Pan Troglodytes
Macaca mulatta
Homo sapiens
Gossypioides kirkii
Rattus norvegicus
Mus musculus
Populus trichocarpa
Oryzasativa
Oryzias latipes
Gallus domesticus
Nematostella vectensis
Anopheles gambiae
Brassica oleracea
Drosophila melanogaster
Anopheles quadrimaculatus
Arabidopsis thaliana
Caenorhabditis elegans
Dictyostelium discoidum
Microbotryum violaceum
Magnaporthe gnisea
Gallus gallus
Cryptococcus neoformans
Saccharomyces cerevisiae
Takifugu rubnpes
Neurospora crassa
Tetraodon nigroviridis
Thalassiosira pseudonana
Aspergillus nidulans
Ustilago maydis
Schizosaccharomyces pombe
Apis mellifera

Fusanum graminearum PR —

0 10 20 30 40 50 60
Proportion d’ETs (%)

70

Figure 15 : Proportion d’ETs dans le génome de différents organismes.

Image provenant de Biemont (2010).
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Figure 16 : Corrélation entre la taille des génomes (ADN, picogramme) et la proportion

en ETs qu’ils possedent.

Image adaptée de Alzohairy et al. (2013).
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3.3. Laclassification des ETs:

Historique de la classification

En 1989, David Finnegan propose la premiére classification des ETs, en suggérant de les
répartir en deux classes selon leur mécanisme de déplacement (Finnegan, 1989). La
Classe | regroupant les ETs qui se déplacent par la rétrotranscription d’un ARN
intermédiaire (ADN-ARN-ADN) et la Classe 11 regroupant les ETs capables de se déplacer
directement d’une région génomique a une autre (ADN a ADN). Cette premiere
classification fut adoptée par la communauté scientifique. Suite au nombre croissant de
nouveaux éléments découverts, celle-ci fut affinée par Capy et al (1997) par I’ajout de sous-
classes, de superfamilles et de familles (Capy et al., 1997). Ensuite, Hull (2001) proposera
I’union des ETs de Classe I avec les virus, en se basant sur les similarités qu’ils partagent
avec les rétro-éléments viraux et les relations phylogénétiques de leur rétro-transcriptase
(Hull, 2001). Cependant, le besoin croissant d’une classification unique des ETs continuera
a étre soulevé (Capy, 2005). Plus tard, Wicker et al proposeront en 2007 une méthode de
classification des ETs pour les eucaryotes. Ce premier systeme de classification
hiérarchique a été concu sur la base du mécanisme de transposition, des similarités de
séquences et de leurs relations structurelles (Wicker et al., 2007). Cette méthode de
classification est aujourd’hui la plus utilisée par la communauté scientifique travaillant sur
les ETs. La classification de Wicker et al 2007 est en concurrence avec celle proposée par
Kapitonov et Jurka (Kapitonov et Jurka, 2008) dont le laboratoire gére la base de données

Repbase. Cette derniére utilise une nomenclature différente.

Ce manuscrit se base sur la méthode de classification de Wicker et al 2007, en raison de

son utilisation prépondérante par la communauté scientifique.
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Meéthode générale de classification selon Wicker et al (2007)

Cette classification permet a des scientifiques non-experts de regrouper les ETs en Classes,
Sous-classes, Ordres, Superfamilles et familles (Figure 17). Le premier niveau comprend
deux Classes distinctes prenant en compte le mécanisme de transposition : pour la Classe |,
la transposition inclut le passage par un ARN. Cette classe est donc identique a celle décrite
par Finnegan (Finnegan, 1989). En revanche, la Classe Il est subdivisée en deux Sous-
classes, dont les éléments qui les composent sont distingués par le nombre de brins d’ADN
coupés lors de la transposition (Wicker et al., 2007). A I’intérieur de ces deux Classes, les
ETs sont ensuite différenciés dans des Ordres selon le type d’enzymes qu’ils codent
(Figure 17). Pour chaque Ordre, les ETs sont rassemblés en Superfamilles, selon la
structure des séquences, leurs domaines protéiques ou leur TSD (Terminal Side
Duplication). Le TSD correspond a un motif que la transposase recopie au niveau du point
d'insertion. Les ETs sont ensuite regroupés en familles par similarité nucléique. Deux ETs
appartiennent a la méme famille, s’ils partagent : au moins 80% d’identité sur au moins
80% de leur séquence nucléique, et ceci, pour des séquences ayant une longueur supérieure
a 80 pb. Cette regle nommeée 80-80-80 permet ainsi d’apporter une méthodologie simple et
unifiée de la classification des ETSs.

Distinction des éléments autonomes et non-autonomes

Un élément autonome code pour les génes nécessaires a sa transposition. En revanche, il
peut ne pas étre actif. Les ETs autonomes actifs utilisent la machinerie cellulaire de I’hote
pour exprimer leurs génes et synthétiser les protéines essentielles a leur transposition. Un
ET non-autonome ne code pas les génes permettant la synthése des protéines participant a
son déplacement. L’absence de ces geénes est soit originelle, soit ces génes ont été perdus
au cours du temps, du fait, entre autre, d’éventuelles mutations. Cependant, un élément
non-autonome peut tout de méme étre déplacé en trans, via I’action de protéines codées par
des ET autonomes. En conclusion, il est donc important de garder a I’esprit que les génomes
sont la plupart du temps constitués d’un ensemble d’ETs structurellement différents,
pouvant étre potentiellement autonomes, non-autonomes, tronqués ou sous forme de
reliques. Ces derniers sont les témoignages d’anciens ETs complets qui ont fortement

divergés au cours du temps (Lerat et al., 2003).
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Figure 17 : Systeme de classification des ETs proposé par Wicker et al. en 2007.

Image adaptée de Wicker et al. (2007)
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Classe | : Les Rétrotransposons

La Classe I, ou rétro-transposons, regroupe 1’ensemble des ETs pouvant transposer via
I’intermédiaire d’'un ARN. Cet ARN est ensuite utilisé comme brin matrice par la
transcriptase inverse, qui est généralement codée par 1’élément pour synthétiser un ADN
complémentaire. Chaque cycle de transposition produit une ou plusieurs nouvelles copies
de I’¢élément. Par ce mécanisme, les rétrotransposons peuvent envahir massivement le
génome hote et participent ainsi a I’augmentation de la taille de celui-ci. Ces éléments sont
regroupés en cing ordres distincts selon leur mécanisme, leur organisation et la phylogénie
de leur transcriptase inverse. La Classe | est composée des LTR (Long Terminal Repeats),
DIRS (Dictyostelium-like element), Penelope (ou PLE pour Penelope-Like Elements),
LINE (Long Interspersed Nuclear Element) et les éléments non-autonomes SINE (Short
Interspersed Nuclear Element). Parmi la Classe I, les Ordres LTR, LINE et SINE sont les
plus étudiés du fait de leur ubiquité chez les eucaryotes. Ils sont présentés plus en détail ci-

dessous.
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Les LTR (Long Terminal Repeats)

Le nom LTR fait référence aux longues terminaisons LTRs identiques qui bordent la partie
interne de la séquence nucléique de ces éléments (Figures 17, 18 et 19). Les
rétrotransposons LTR sont divisés en cing Superfamilles : les Copia, les Gypsy, les Bel-
Pao, les Rétrovirus et les ERV (Rétrovirus endogenes) (Figure 17). Les rétrotransposons
LTR codent pour des protéines a travers deux principaux cadres de lecture (ORF, Open
Reading Frame) nommés GAG et POL (Figure 17). La protéine GAG peut étre soit une
partie du cadre de lecture ouvert de la polyprotéine, soit une partie distincte. La
polyprotéine POL contient une protéinase aspartique (AP), une intégrase (IN), une rétro-
transcriptase (RT) et une Ribonucléase H (RH) (Figures 17 et 18). La protéine GAG produit
des particules virales qui se lient et enveloppent I’ ARN du rétro-transposon, les RT, RNase
H et IN. Les enzymes RT et RNase permettent la rétro-transcription de la matrice ARN, et
I’IN permet I’insertion de la nouvelle copie du rétrotransposon LTR dans une région du
génome (Figure 18) (Sabot et Schulman, 2006; Schulman, 2015). Les Superfamilles
Rétrovirus et ERV sont également capables de synthétiser une protéine enveloppe (ENV).
Les rétrovirus sont similaires a la Superfamille Gyspy. Il est possible que leur histoire
évolutive soit liée, bien que cette relation ne soit pas claire (Lerat et Capy, 1999; Hayward,
2017). Chez les éléments LTR, les séquences régulatrices sont présentes dans chacune des
terminaisons LTRs (Mager et Stoye, 2015). Au cours du temps, les éléments autonomes
peuvent accumuler des mutations dans leur séquence interne, de sorte que certains ne
pourront plus étre capables de coder les protéines nécessaires a leur déplacement. Dans ce
cas précis, si leurs séquences terminales restent intactes, ces éléments pourront étre
déplacés en trans dans le génome héte, via les enzymes synthétisées par d’autres éléments
autonomes. Ces derniers €léments sont nommés TRIM (Terminal-repeat Retrotransposons
In Miniature, séquence < 4000 bp) ou LARD (LArge Retrotransposon Derivative, séquence
> 4000 pb) selon leur taille (Figure 19) (Witte et al., 2001; Kalendar et al., 2004; Sabot et
al., 2006).
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Figure 18 : Représentation schématique du mécanisme de transposition d’un

rétrotransposon LTR Copia.

La transcription est réalisée a partir du promoteur situé dans une des terminaisons LTRs.
Le transcrit est ensuite exporté en dehors du noyau et enveloppé dans des particules
virales synthétisées par la protéine GAG. La rétro-transcription de I’ARN en ADNCc est alors
réalisée par la RT. Les particules se déplacent vers le noyau et I’ADNc est ensuite intégré

dans le génome sous l'action de l'intégrase (IN). Image adaptée de Levin et Moran (2011).
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Figure 19 : Illustration de la relation entre les LTR, LARD et TRIM.

Un rétrotransposon LTR autonome pourra devenir un LARD ou un TRIM (non-autonomes)
s’il subit des mutations a l'intérieur de sa séquence (insertions ou délétions), tout en

conservant ses séquences terminales intactes. Image adaptée de Feschotte et al. (2002).
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Les LINE (Long Interspersed Nuclear Element)

Contrairement aux LTR, les LINE sont des éléments ne possédant pas de terminaisons aux
extrémités de leur séquence (Figure 17). lls sont subdivisés en cing Superfamilles : R2,
RTE, Jockey, L1 et I. Les éléments de Superfamille L1 sont particulierement étudiés car ils
représente pres de 20% du génome humain (Lander et al., 2001). lls peuvent participer a
des mutations génétiques pouvant étre héréditaires et étre responsables de certains types de
cancers (Chénais, 2015). Les LINE codent pour la synthése d’une transcriptase inverse
(RT) et d’une nucléase (APE) (Figures 17 et 20). D’autres Superfamilles synthétisent des
protéines complémentaires comme une enveloppe (ENV) pour les R2 ou une Ribonucléase
H (RH) pour les 1. Enfin, les LINE possedent également un promoteur spécifique de ARN
Polymérase II dans leur région 5° UTR (5" Untranslated Transcribed Region) (Richardson
SR, Doucet AJ, et al 2015).

Les SINE (Short Interspersed Nuclear Elements)

Les SINE sont des petites séquences non-autonomes qui ont pour origine la
rétrotransposition accidentelle de transcrits d’ARN Polymérase III. Ces séquences
possedent ainsi une ARN polymérase III interne qui leur permet d’étre exprimées et d’étre
mobilisées en trans par les protéines synthétisées par des LINE (Figure 20). Certains SINE
ne peuvent se déplacer que par I’intervention de protéines générées par un LINE spécifique,
tandis que d’autres peuvent se déplacer par I’intervention de LINE différents. Il existe trois
Superfamilles de SINE, les ARNt, 7SL et 5S. La famille de SINE la plus étudiée est celle
des éléments Alu dont les répétitions constituent plus de 11% du génome humain (Lander
etal., 2001).
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Figure 20 : Illustration des mécanismes de transposition des LINE et des SINE.

a) La transcription d’un LINE L1 ou d’un SINE Alu produit un ARN. b) Par I'activité de
I’endonucléase, cet ARN s’"amorce sur un site cible au niveau de sa queue poly-dA. c)

L’ADNCc est transcrit par rétrotranscription par la RT et ’ARN est séparé de ’ADNCc. d)

Enfin, le brin complémentaire d’ADN est synthétisé, permettant d’achever le processus

d’intégration. Image adaptée de Elbarbary et al. (2016).
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Classe Il : Les transposons & ADN

Les transposons @ ADN comportent deux sous-classes qui se distinguent par le nombre de
brins d'’ADN coupés pendant la transposition. La premiere est composée des Ordres des
TIR (Terminal Inverted Repeats) et des Crypton, tandis que la seconde regroupe les Ordres
des Helitron et des Maverick (ou Polinton). Les Helitron se déplacent par un mécanisme
dit de « cercle roulant » (Yang et Bennetzen, 2009), tandis que les Maverick sont supposés
se déplacer par une réplication extra-chromosomale de leur séquence (Kapitonov et Jurka,

2007). En raison de leur ubiquité, seul I’Ordre des TIR est détaillé ci-dessous.

Les TIR (Terminal Inverted Repeats)

L’Ordre des TIR regroupe les éléments dont les extrémités du transposon sont constituées
de terminaisons inversées et répétées nommeées TIRs (Terminal Inversed Repeats)
(Figure 17). Ces éléments possédent une région centrale comportant une ORF codant pour
une transposase (TASE). Les terminaisons TIRs sont reconnues par les protéines TASE qui
excisent 1’élément de sa position initiale et ’insére dans une nouvelle portion génomique
(Figure 21). lls sont regroupés en neuf Superfamilles : Mariner, hAT, Mutator, Merlin,
Transib, P, PiggyBac, PIF-Harbinger et CACTA. Les Superfamilles de TIR peuvent étre
en partie identifiées par leur TSD (Target Site Duplication) (Figure 21). Par exemple, les
éléments Mariner visent le site d’insertion composé de deux nucléotides « TA ». Ce motif
est dupliqué par la transposase lors de 1’insertion, donnant lieu au TSD (Figure 21). Les
TIR possédent également un promoteur ARN Polymeérase 1. Ces ETs peuvent générer des
copies en transposant pendant la réplication chromosomique, d'une position déja répliquée
a une autre que la fourche de réplication n'a pas encore atteinte (Figure 22) (Feschotte et
Pritham, 2007). lls peuvent également exploiter la réparation du « vide », laissé apres
I’excision d’un élément, pour créer une copie supplémentaire sur le site du donneur (Figure
22) (Feschotte et Pritham, 2007). lls constituent des éléments non-autonomes lorsqu’ils
possedent une délétion interne importante et des extrémités intactes. Ceux présentant une
taille d‘une centaine de pb sont nommés MITE. Les TIR non-autonomes peuvent étre
déplacés en trans par I’intermédiaire de transposases synthétisées par d’autres éléments

autonomes (Figure 23).
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Figure 21 : Illustration du mécanisme de transposition d’un TIR Mariner.

a) L'expression d’un TIR Mariner permet la synthese de transposases par la cellule. b) Les
transposases reconnaissent les terminaisons TIRs du Mariner, qui est alors excisé. c) Le
TIR Mariner est déplacé de sa position d’origine et est d) inséré dans une nouvelle région
du génome. Pour cela, il cible un site cible composé de deux nucléotides « TA ». Son
intégration génere la duplication de ce site d’insertion nommé TSD. e) Son départ peut
laisser une cicatrice (ou empreinte) dans sa position d’origine (quelques nucléotides

provenant des terminaisons TIRs).
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Figure 22 : Illustration de deux mécanismes permettant la duplication d’'un élément TIR.

a) Un TIR est actif sur une chromatide (ADN double brin), b) un transposon peut se
dupliguer si sa transposition est réalisée lors de la réplication de I'ADN. c) Le transposon
se déplace de sa région d’origine ou I'ADN a été répliqué vers une nouvelle région encore
non répliquée. d) Le transposon qui vient de transposer est alors répligué a nouveau
(premier mécanisme). Ensuite, la cassure qu'il a laissée peut étre réparée (gap repair) en
prenant comme matrice le transposon situé sur le deuxiéme brin d’ADN (second
mécanisme). e) Chaque chromatides posséde alors deux copies du TIR. Image provenant

de http://www.evolution-biologique.org/mecanismes/diversite-genetique/elements-mobiles.html
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Figure 23 : lllustration de la relation entre des TIR autonomes et non-autonomes.

Un TIR autonome peut devenir un élément non-autonome si sa séquence interne subit
des délétions et qu’il conserve ses séquences terminales TIRs intactes. Ceux présentant
une taille d‘une centaine pb sont nommés MITE. Image adaptée de Feschotte et al.

(2002).
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3.4. LecycledeviedesETs

La majorité des ETs présents dans les génomes sont généralement inactifs. Soit, parce qu’ils
ont subi des mutations au cours du temps, soit parce qu’ils sont inactivés par des
mécanismes de défense de I’hdte, telle que la méthylation de I’ADN (cf. Introduction
8 3.5). La proportion d’ETs actifs chez I’homme a été estimée a moins de 0,05% (Mills et
al., 2007). Comme évoqué précédemment, les ETs possedent des séquences régulatrices
similaires a des promoteurs. Ces promoteurs sont régulés par de nombreux facteurs
temporels ou spatiaux dépendants du type cellulaire, ou en réponse a des évenements
extérieurs de stress abiotiques ou biotiques (Lisch, 2012).

Les mécanismes de transferts d’ETs

Pour persister au cours du temps, un ET actif doit étre transféré d’un individu a un autre.
Le transfert vertical est reconnu comme le mécanisme principal de transfert des ETs. Chez
les organismes sexués, les nouveaux événements de transposition doivent avoir lieu dans
les cellules germinales afin qu’ils puissent persister par hérédité. Les transferts horizontaux
des ETs (HTT, Horizontal Transfer of Transposable elements) entre des génomes sont un
moyen de transmission alternatif correspondant au transfert d’un ET entre des individus
d’espéces différentes. Le premier cas de HTT identifié chez les eucaryotes a été celui de
I’élément P entre différentes espéces de Drosophiles (Daniels et al., 1990). Aujourd’hui
I’équivalent de 2 855 événements (HTT-database, 10 juin 2018) a été recensé chez des
Métazoaires et Viridiplantae. Des rétrotransposons LTR similaires ont également été
retrouves dans les génomes des Diatomées Phaeodactylum tricornutum et Thalassiosira
pseudonana, suggérant des évenements de HTT entre ces deux especes (Maumus et al.,
2009). Les mécanismes permettant cette transmission sont encore peu connus (Schaack et
al., 2010). Parmi les vecteurs potentiels, les virus sont de plus en plus suggérés (Schaack et
al., 2010; Gilbert et Feschotte, 2018).
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Les différentes phases de vie des ETs

Selon Kidwell et Lisch (2001), le cycle de vie d’un ET peut se diviser en trois phases : la
phase d’invasion, la phase de maturité et la phase de sénescence (Kidwell et Lisch, 2001).
La phase d’invasion correspond a I’insertion d’un ET actif dans un génome héte, via un
transfert vertical ou horizontal (Figure 24). Elle correspond a I’augmentation du nombre de
copies de celui-ci dans le génome. Pour les éléments de Classe I, cette phase peut
s’accompagner par une expansion massive des copies de 1’éléments dans le génome
(Chénais et al., 2012). Lorsque le nombre de copies actives devient inférieur au nombre de
copies inactives, I’ET débute sa phase de maturité (Figure 24). L ’apparition de mutations
au cours du temps et les systemes de régulation/défense (cf. Introduction 8§ 3.5) limitent le
nombre de copies actives d’un ETs (Figure 24). Enfin, quand toutes les copies de cet
élément sont inactives, c’est la phase de sénescence (Figure 24). Pour échapper a ce cycle,
un ET peut envahir de nouveaux organismes via des transferts horizontaux (Figure 24). Il
peut ainsi amorcer un nouveau cycle de vie dans un nouveau génome héte (Kidwell et
Lisch, 2001).

3.5. Les mécanismes de régulation des ETs

Par leur mobilité, les ETs constituent une menace potentielle pour le génome hote car ils
sont susceptibles de générer des mutations possiblement déléteres. Face a 1’activité des
ETs, les organismes ont mis en place divers mécanismes de défense pour controler
I’expression et la transposition de ces éléments. Plusieurs mécanismes de défenses face au
ETs sont attribués a des phénomeénes épigénétiques, qui participent a la régulation de
I’expression des génomes, sans modifications irréversibles, et transmissibles par des
divisions cellulaires et héréditaires (Daxinger et Whitelaw, 2012). Différents mécanismes
ont pu étre démontrés chez diverses especes, tels que les mécanismes de modification des
histones, la méthylation de I’ADN ou la dégradation des transcrits d’ETs via des petits
ARNSs non codants (Slotkin et Martienssen, 2007). Enfin, il est également suggéré que des
événements de larges délétions d’ADN pourraient constituer un mécanisme de défense du

génome hote pour contrer I’expansion des ETs actifs (Kapusta et al., 2017).
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Figure 24 : Schéma représentatif du cycle de vie théorique des ETs.

Le cycle d’un ET est composé de trois phases : la phase d’invasion, la phase de maturité et

la phase de sénescence. Les fleches en pointillé représentent des étapes « facultatives »

du cycle. Image adaptée de Mufioz-Lépez et Garcia-Pérez (2010).
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3.6. Impacts des ETs sur les génomes

Dans quelles régions des génomes les ETs sont-ils présents ?

Lorsqu’un ET est actif, la réalisation de nouvelles insertions est décisive pour la suite de
son cycle de vie (Figure 24). Cependant, selon la région ou I’¢1ément s’insére, la mutation
qu’il géneére peut étre délétere pour 1’hote. Dans ce cas de figure, cette nouvelle insertion
ne sera pas sélectionnée par la population dans le milieu naturel. Des auteurs suggerent que
certains éléments transposent vers des zones génomiques propices a leur sélection (Levin
et Moran, 2011). En effet, certains ETs sont retrouvés majoritairement au niveau de régions
transcrites, riches en génes. Il est possible que ces regions favorisent 1’activité des ETs et
leur transposition de novo. Par exemple, les TIR Mutator chez le mais, les TIR P chez la
Drosophile ou les rétrotransposons LTR Tfl chez Schizosaccharomyces pombe sont
fortement présents dans la région 5° des genes (Liao et al., 2000; Liu et al., 2009b; Guo et
Levin, 2010). Chez S. pombe, I’étude de plus de 70 000 événements d’intégration de Tfl
montre que 95% d’entre elles sont situées en amont de génes (Guo et Levin, 2010). Au
contraire, certains éléments sont retrouvés dans des régions pauvres en genes. Il est a penser
que cela minimise leurs possibles impacts délétéres sur 1’hdte et maximise ainsi leur
sélection neutre. Une étude a également rapporté que les rétrotransposons LTR Ty5 de la
levure s’insérent au sein de zones pauvres en génes en condition normale, mais ciblent des
régions riches en génes en condition de stress (Levin et Moran 2011). D’une autre manicre,
certains LINE semblent s’insérer davantage dans les télomeres chez la drosophile ou la
microalgue Chlorophyte Chlorella sp. (Higashiyama et al., 1997). Ainsi, leurs nouvelles
insertions participent au maintien de I’intégrité des chromosomes (George et al., 2010).
Enfin, certains ETs ne sont pas retrouvés au sein de régions spécifiques, tels que les LINE
L1 et les SINE Alu, dont la forte présence et observée en différents points du génome
humain (Lander et al., 2001; Levin et Moran, 2011).
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Impacts des nouvelles insertions d’ETs sur les génes

Malgré les différents mécanismes employes par les organismes pour limiter 1’activité des
ETs de nouvelles insertions de ces éléments peuvent avoir lieu, et possiblement impacter

les génes du genome hote.

Si un ET s’insére dans un exon ou intron d’un géne, cela peut conduire a 1’inhibition ou a
un changement d’expression de celui-Ci (Figure 25). Par exemple, la sélection d’un
phénotype albinos du téléostéen Oryzias latipes a été attribuée a la présence d’un TIR hAT
dans le premier exon du géne codant la tyrosinase. Cette enzyme participe a la biosynthése
de la mélanine. La présence de cet ET induit 1’apparition d’un codon Stop prématuré
provoquant ainsi une perte de fonctionnalité du gene en question (Koga et al., 1995). Chez
I’homme, de nombreuses maladies sont causées par des déplacements d’ETs dans le
génome (Chénais, 2015). Pour exemple, la neurofibromatose de type 1 (ou maladie de
Recklinghausen) est une maladie géenétique frequente (1 personne atteinte sur 3 000 a 4
000) dont I’apparition peut étre due a une mutation provoquée par un ET. En effet, le géne
nommé NF1 est un gene suppresseur de tumeur qui code pour une protéine importante, la
neurofribromine. Une étude a décrit que I’insertion d’un élément SINE Alu dans un des
introns du géne NF1 induisait une altération de son epissage, participant ainsi a I’apparition
de la maladie (Wallace et al., 1991).

L’insertion d’un ET au niveau d’une région régulatrices 5° d’un géne peut également
impacter celui-ci, en modifiant son expression (Figure 25). Par exemple, chez la vigne,
I’insertion d’un rétrotransposon LTR dans le promoteur du géne VvmybA1, qui participe a
la synthése des anthocyanines, inhibe son expression et conduit a un phénotype de type
« chardonnay » (Figure 26) (Lisch, 2012). De nombreux exemples d’impacts d’insertions

d’ETs sur les genes sont recensés et illustrés Figure 25.
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Figure 25 : Exemple de différents impacts pouvant étre causés par l‘insertion de novo

d’un ET dans un gene ou a sa proximité.

a) Les ETs peuvent s’insérer au niveau de la région 5’ d’'un gene et apporter un nouveau
promoteur pouvant conduire a la surexpression ou la répression du gene. lls peuvent
s’insérer dans b) un promoteur et perturber I'expression du géne, ou c¢) dans un exon et
changer son cadre de lecture, ou introduire un codon stop. d) En s’insérant, un ET peut
ajouter un site de liaison de micro ARN. d) Un ET peut aussi s’insérer au niveau e) d’un
UTR 3’ d’un gene et changer la séquence régulatrice de celui-ci. Il peut aussi s’insérer au
niveau d’un intron et avoir divers impacts : f) étre incorporé comme un nouvel exon, g)
introduire un codon « stop » conduisant a un transcrit tronqué, h) introduire de nouveaux
sites d’épissages et créer des épissages alternatifs, i) provoquer une transcription anti-
sens qui peut interférer avec le transcrit sens, j) partager une inhibition épigénétique et
inactiver un géne. Légende : les pentagones représentent des régions régulatrices, les
carrés gris les UTRs, les rectangles rouges des exons et les carrés bleus des ETs. Image

adaptée de Casacuberta et Gonzdlez (2013).
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Figure 26 : Impacts d’un rétrotransposon LTR sur la couleur de différentes variétés de

vigne.

Pour la variété « Cabernet », aucune insertion d’ET n’est présente a proximité du géne
Vvmby1A qui participe a la synthése des anthocyanes. L'insertion du rétrotransposon LTR
Gretl dans le promoteur de VwmbylA inhibe I'expression de ce géne et interrompt la
production d’anthocyane, conduisant ainsi a la variété « Chardonnay ». La recombinaison
homologue des terminaisons du rétrotransposon LTR Gret1 donne lieu a présence d’une
terminaison LTRs seule, qui diminue lI'expression du géne VWwmyblA et participe a

I'obtention de la variété « Ruby Okuyama ». Image adaptée de Lisch (2012).
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Réarrangements chromosomiques

En plus de genérer de nouvelles insertions pouvant causer des maladies, les ETs participent
fréquemment a différents types de réarrangements chromosomiques. De nombreux
réarrangements attribués aux TIR sont bien décrits dans la littérature. Par exemple,
I’élément Ac chez le mais, dont les transpositions aberrantes peuvent entrainer des
réarrangements telles que délétions, des inversions ou encore des translocations (Yu et al.,
2011). Des réarrangements chromosomiques sont également attribués a des ETs de
Classe I. Par exemple, chez la vigne, la recombinaison homologue des terminaisons LTRs
d’un rétrotransposon LTR Gretl donne lieu a la répression du géne voisin nommé VvmybA1l
(Figure 26). Ce géne est connu pour coder un facteur de transcription qui participe a la
synthese des pigments anthocyanes, qui octroient la pigmentation rouge aux grains de
raisin. La répression de VvmybAl donne naissance au phénotype de couleur rosé « Ruby
Okuyama » (Kobayashi et al.,, 2004) (Figure 26). Autre phénomene important de
remaniement, des recombinaisons inter-chromosomiques peuvent survenir entre des LINE
ou des SINE, pouvant conduire a des délétions et/ou des réarrangements chromosomiques
(Elbarbary et al., 2016).

Duplication de génes

Les ETs peuvent également participer au déplacement ou a la duplication de genes. Par le
processus nommé trans duplication, un ET qui a incorporé un gene ou un fragment de gene
peut réaliser son déplacement et/ou sa duplication vers une nouvelle position du génome
hote. Ce phénomeéne a été rapporté par exemple chez le mais, 1’arabette ou le riz (Talbert
et Chandler, 1988; Yu et al., 2000; Turcotte et al., 2008). Chez ce dernier, les éléments
Pack-MULE sont présents a environ 3 000 copies et contiennent des fragments dérivés de
plus de 1 000 genes (Jiang et al., 2004). Un autre processus de duplication de genes, nommé
la rétroposition, peut avoir lieu lorsque les protéines codées par un rétrotransposon LTR
réalisent la rétrotranscription de I’ARNm d’un géne voisin. Une copie de ce gene, alors
nomme rétro-gene, peut étre intégrée dans une nouvelle portion du génome. Ce mécanisme
est notamment responsable de la forme arrondie de certaines variétés de tomates (e.g.
Roma) (Xiao et al., 2008).
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Domestication des ETs

Un ET peut étre « domestiqué » par le génome est devenir un gene a part entiere lorsque
celui-ci participe a I’augmentation du « fitness » de 1’héte, c’est-a-dire a I’augmentation de
sa valeur sélective (Alzohairy et al., 2013). C’est notamment le cas d’un TIR Mutator qui
a été domestiqué au cours de 1’évolution du genome de A. thaliana. Ce TIR correspond
aujourd’hui a un géne nommée Mustang qui est impliqué dans le maintien de I'homéostasie
hormonale de la plante (Kajihara et al., 2012). L’inactivation de ce géne conduit a une forte
diminution du succes reproducteur de 1’héte (Figure 27) (Cowan et al., 2005).
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Figure 27 : Impact de I'inactivation de I'ET domestiqué Mustang sur la physiologie

d’Arabidopsis thaliana.

a) Organisme sain avec un géne Mustang fonctionnel, b) Organisme mutant avec un gene

Mustang éteint. Image adaptée de Cowan et al. (2005).
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3.7. Les ETs : moteurs de I’évolution adaptative des espéces

Les ETs peuvent participer a 1’évolution adaptative des espéces, par la génération de
mutations benéfiques chez un héte soumis a une pression de sélection. Dans le milieu
naturel, les organismes sont impactés pas divers stress biotiques ou abiotiques. Ces stress
peuvent devenir une pression de sélection lorsqu’ils impactent la survie des individus d’une
espece. L une des réponses des organismes face a une pression de sélection est 1’évolution
adaptative (Visser, 2008; Casacuberta et Gonzélez, 2013). L’évolution adaptative a lieu par
la sélection naturelle d’individus présentant de meilleures capacités a survivre et a se
reproduire. Ils présentent ainsi une aptitude supérieure a transmettre leurs genes aux
générations suivantes. Le variant génétique permettant cet avantage selectif augmentera
ainsi en fréquence dans la population. B. McClintock fut la premiere a suggeérer que les
changements génomiques causes par les ETs peuvent représenter une stratégie évolutive
pour 1’héte lors de conditions défavorables (McClintock, 1984). Depuis lors, la capacité
des ETs a répondre face a des changements environnementaux est reconnue et a été decrite
chez de nombreux organismes (Casacuberta et Gonzélez, 2013). Cependant, les
mécanismes expliquant la susceptibilité des ETs a répondre face a des stress sont encore

peu connus.

Dans certains cas, 1’activation des ETs est considérée comme une conséquence directe du
relachement des mécanismes de contrble épigénétique de ces éléments. Par exemple, chez
la drosophile, le syndrome de dysgénésie hybride provoque un arrét des mécanismes du
contrdle épigénétique. Celui-ci a pour effet d’induire la mobilité d’ETs qui sont inactifs en

condition normale (Petrov et al., 1995).

Dans d’autres cas, des €tudes suggerent que 1’activité de certains ETs est liée a une
condition de stress en particulier. Ceci constituerait une réponse spécifique des organismes
face aux stress environnementaux. Pour supporter cette idée, des séquences régulatrices
sensibles aux hormones ou aux chocs thermiques (HSP, Heat-Shock Proteins) ont été
identifiées dans des séquences d’ETs, suggérant ainsi une réponse spécifique de ces
éléments a des variations environnementales (Feder et Hofmann, 1999). Par exemple chez
la microalgue P. tricornutum, le rétrotransposon LTR Surcouf a été rapporté comme
surexprimé lors d’un stress thermique. Les auteurs ont souligné la présence de séquences

régulatrices sensibles aux chocs thermiques dans 1’une des terminaisons LTRS de cet
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élément (Egue et al., 2015). Ainsi, dans certains cas, la surexpression des ETs pourrait
correspondre a une stratégie d’adaptation a long terme face a des stress environnementaux.
Cette caractéristique transmise a la descendance permettrait de favoriser 1’adaptation
évolutive des organismes sous une pression de sélection particuliére (Capy et al., 2000;

Casacuberta et Gonzélez, 2013).

La création de mutations bénéfiques par les ETs, conduisant a I’adaptation d’individus
d’une espéce face a un stress environnemental a ét¢ fréquemment rapportée chez les
eucaryotes et les procaryotes (Casacuberta et Gonzélez, 2013). Par exemple, chez le
moustique Culex pipiens, une mutation associée a un ET a conduit a I’apparition et la
sélection d’une souche résistante a une toxine microbienne, utilisée comme larvicide. En
effet, un ET s’est inséré dans la région du géne cpm1, codant pour la protéine réceptrice de
cette toxine. Cette variation génétique a conduit a la création d'un nouvel intron dans le
géne cpml. Les individus de cette souche produisent un récepteur non fonctionnel qui est
incapable d'interagir avec la toxine, permettant a l'insecte de survivre (Darboux et al.,
2007). Dans ce cas de figure, la mutation bénéfique pourra étre transmise a la descendance

par transfert vertical (Casacuberta et Gonzélez, 2013).

Des auteurs se sont également interrogés sur le possible role de transferts horizontaux
d’ETs dans I’adaptation des organismes face a des stress environnementaux (Casacuberta
et Gonzalez, 2013; Gilbert et Feschotte, 2018). Chez les eucaryotes, de nombreux transferts
horizontaux de genes ont permis 1’adaptation d’organismes face a des préssion exterieurs.
Par exemple, le transfert de génes codants pour des protéines antigel chez certaines espéces
de poissons (Graham et al., 2008). Au niveau des ETs, plusieurs transferts horizontaux ont
été rapportés, pouvant parfois participer a des changements évolutifs et impacter le
phénotype de 1’hote (Gilbert et Feschotte, 2018). Cependant, a notre connaissance, aucun
exemple d’ET acquis par transfert horizontal et ayant activement participé a une adaptation
évolutive n’a été découvert. Des études suggérent cependant que de tels événements

pourraient exister (Keeling et Palmer, 2008; Casacuberta et Gonzalez, 2013).

Chez les procaryotes, quelques exemples suggerent des transferts d’ETs entre especes,
pouvant ainsi participer a leur adaptation évolutive lors de stress extérieurs. Par exemple,
des auteurs se sont intéressés au role des IS chez une souche de la bactérie Cupriavidus
metallidurans, isolée dans un milieu riche en métaux lourds. Ils ont montré que certains de

ces IS sont associes a des réarrangements génomiques ayant modifiés la capacité de

74



croissance autotrophe de cette souche, lui permettant de survivre dans cet environnement
chargé en metaux lourds. Parmi les IS impliqués, les auteurs ont identifié des éléments
identiques dans les génomes d’autres bactéries isolées dans des environnements similaires,
suggérant des événements de transferts horizontaux d’IS entre ces espéces (Mijnendonckx
et al., 2011). Ces transferts d’IS auraient ainsi participé a 1’adaptation de cette souche de

Cupriavidus metallidurans, face a un milieu riche en métaux lourds.
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3.8. L’activité des ETs chez les microalgues

L’étude des ETs chez les microalgues a débuté en 1988 lorsque Day et al. décrivent une
premiére famille de rétrotransposons (Classe 1) chez la Chlorophyte C. reinhardtii (Day et
al., 1988). Le premier transposon & ADN d’une microalgue sera également décrit chez cette
espéce I’année suivante (Ferris, 1989). De nombreuses études se sont succédées sur la
caractérisation, 1’expression et parfois la mobilité de nouveaux ETs chez cette espéce (Day
et Rochaix, 1991; Fan et al., 1995; Graham et al., 1995; Kumekawa et al., 1999; Wang et
al., 1998; Lefebvre et Silflow, 1999; Perez-Alegre et al., 2005; Kojima, 2005; Kim, 2006;
Merchant et al., 2007). Chez I’espéce multicellulaire V. carterii, des études similaires ont
été entreprises. Ceci pour identifier des ET actifs et mobiles pouvant étre utilisés pour cibler
et cloner des génes de cette espece, a travers une méthode nommee « transposons tagging»
(Figure 28) (Ferris et al., 1996; Kirk et al., 1999; Miller et Kirk, 1999; Nishii et al., 2003).
Pour cette méthode, I’induction de la mobilité des TIR Jordan et Itaden avec des stress
thermiques a été exploitée afin de créer des banques de mutants. Cette méthode a permis
d’identifier plusieurs génes participant au développement de la cellule (Figure 28) (Kirk et
al., 1999; Miller et Kirk, 1999; Nishii et al., 2003). L’augmentation du taux de transcription
du LINE Zepp a été aussi rapportée sous une forte température chez 1’espece Chlorella
vulgaris (Higashiyama et al., 1995a, 1995b, 1997). Cette famille de LINE a été
particulierement explorée chez cette Chlorophyte en raison de son implication dans la
formation et I'entretien des téloméres chromosomiques de cette espece (Higashiyama et al.,
1997; Noutoshi et al., 1998; Yamamoto, 2003, 2003).

Plus recemment, chez C. reinhardtii, une étude a montré que I’insertion d’un MITE dans
le génome de cette espece, a conduit a I'évolution d'un clone devenu dépendant de la
vitamine Bio, alors que cette espece est indépendante a cette vitamine. Tandis que cette
mutation était réversible pour certains clones évolués, la réversion du transposon a laissé
une empreinte chez un clone, conduisant a sa dépendance a la vitamine B2 (Figure 29)
(Helliwell et al., 2015).
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Figure 28 : Photographie par microscopie illustrant I'impact de I'insertion d’un ET dans le

géne InvA de la microalgue multicellulaire V. carteri.

Le gene InVA participe au développement de la microalgue multicellulaire V. carteri.
a) Organisme sain, b) Organisme mutant ayant subi une l'insertion d’un ET dans le géne

InVA. Photographies provenant de Nishii et al. (2003).

a) H-type S-type

Figure 29 : Impact de l'insertion d’un ET dans le gene MetE dans le génome d’une

souche clonale de C. reinhardtii.

a) Cellules de C. reinhardtii cultivées sur du milieu solide sans vitamine B1,. Le type H
correspond a une cellule indépendante a la vitamine B1, et la cellule de type S (plus petite),
correspond a une cellule devenue dépendante a la vitamine B1; aprés l'insertion d’un ET
dans le géne codant pour la méthionine synthase (MetE). b) Croissance aprés 72h de
guatre colonies de type H et type S avec ou sans vitamine B1,. Une tres faible croissance
est obtenue pour les souches type S (dépendantes a la vitamine B12) dans un milieu sans

vitamine B1,. Photographies provenant de Helliwell et al. (2015).
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Ensuite, chez la microalgue O. tauri, I’implication d’un rétro-transposon a egalement été
suggerée dans la résistance de certaines souches face a un virus (Derelle et al., 2018). Les
auteurs ont identifié la surexpression d’une rétro-transcriptase chez des cellules infectées
par rapport a des cellules saines. lls suggérent que cette surexpression pourrait étre une
réponse O. tauri face a I’attaque du virus. En impactant I’expression de génes voisins et/ou
en enclenchant sa transposition, I’ET pourrait potentiellement participer a la mise en place

d’une résistance face a l'attaque virale (Derelle et al., 2018).

Chez les Diatomées, I’expression d’ETs a été étudiée a la suite du séquencage et de
I’annotation des génomes des espéces Thalassiosira pseudonana et Phaeodactylum
tricornutum (Armbrust, 2004; Bowler et al., 2008). L’expression de différents ETs de
Classes I et Classes Il a ainsi été mise en évidence chez ces especes lors de différents stress
environnementaux (Maumus et al., 2009; Norden-Krichmar et al., 2011). Chez P.
tricornutum, les rétrotransposons LTR Blackbeard et Surcouf sont surexprimés
respectivement lors d’une limitation en azote ou suite a une exposition au 2,4-décadiénal
(Maumus et al., 2009). Cette étude a aussi indiqué que la déméthylation de I'ADN entrainait
I'activation du LTR Blackbeard (Maumus et al., 2009). Une autre étude suggere que la
surexpression du LTR Blackbeard pourrait aussi étre corrélée a la densité cellulaire (Oliver
et al., 2010).

Chez P. tricornutum, d’autre études se sont également intéressées a 1’expression des
rétrotransposons LTR Blackbeard et Surcouf, mais en condition de stress thermique. Ces
études ont mis en évidence la surexpression du rétrotransposons LTR Surcouf sous
différentes températures (Egue et al., 2015; Hermann, 2011). L’expression de TIR Mariner
a aussi pu étre démontrée sous un stress thermique chez les Diatomées Amphora
acutiuscula et Amphora coffeaeformis (Hermann, 2011; Nguyen, 2014). Chez I’espece
Thalassiosira oceanica, la comparaison de donnees transcriptomiques a permis de
souligner la surexpression d’une rétro-transcriptase en condition de limitation en Fer
(Lommer et al., 2012). Récemment, une étude a rapporté la surexpression d’une
polyprotéine associé a un plausible rétrotransposon lors de la mise en contact de la

Diatomée Skeletonema marinoi avec des prédateurs (Amato et al., 2018).

Chez les Dinophytes, le séquencage du génome et le transcriptome de Alexandrium
catenella et Alexandrium ostenfeldii ont permis de mettre en évidence les premiéres

preuves de I’activité de rétrotranspons (Uribe et al., 2008; Jaeckisch et al., 2011). La
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surexpression de plusieurs familles de rétrotransposons LTR a recemment éte rapporté pour
I’espéce Symbiodinium microadriaticum soumise a une température élevée (Chen et al.,
2017a).

Enfin, une étude s’est penchée sur 1’identification de 1’expression des rétrotranscriptase
d’ETs de Classe I dans le milieu marin. Cette étude a été réalisée a partir de données méta-
transcriptomiques, issues d’échantillons d‘organismes planctoniques prélevées a
differentes régions de la méditerranée. Elle a mise en évidence ’expression de rétro-
transcriptases chez de nombreux taxons composés de microalgues, dont ceux des
Straménopiles, Alvéolées, Cryptophytes et Haptophytes (Lescot et al., 2016). En revanche
et a notre connaissance, aucune étude ne s’est particulierement intéressée a 1’analyse de
I’expression des ETs chez les autres taxons de microalgues. En effet, la plupart des études
se sont intéressées a la description ou a I’annotation de ces ¢léments comme par exemple

chez les Cryptophytes ou les Haptophytes (Khan et al., 2007; Read et al., 2013).
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Contexte de 1’étude

1. Les microalgues : ressource d’avenir pour les

biotechnologies

Les microalgues constituent de par leur incroyable diversité une formidable source de
composés d’intérét, tels que des lipides ou des enzymes, qui sont parfois uniques en leur
genre. De par cela, ces microorganismes sont considérés comme une ressource d’avenir et
sont de plus en plus exploités par I’homme dans différents domaines biotechnologiques
(Milledge, 2011). Les principales applications utilisant des microalgues sont présentées ci-

dessous.

1.1. Alimentation

Tandis que I’utilisation des Cyanobactéries comme ressource alimentaire par 1’étre humain
remonte a des milliers d'années (Milledge, 2011), I’intérét porté sur les microalgues est plus
récent. Les études ont réellement commencé il y a 60 ans. Tout d’abord dans le cadre de
I’alimentation animale et humaine, en raison de leur composition en lipides, protéines,
vitamines et leurs propriétés anti-oxydantes (Cadoret et al., 2012). Historiquement, les
microalgues ont été tout d’abord utilisées en aquaculture pour la nutrition des bivalves, des
crevettes et des poissons (Muller-Feuga, 2000; Hemaiswarya et al., 2011). Ce n’est que
plus récemment, que leur potentiel en alimentation humaine est étudié. En France, neuf
espece de microalgues sont autorisées a la commercialisation pour 1I’alimentation humaine
(principalement sous forme de compléments alimentaires) : les Chlorophytes Dunaliella
salina, Chlorella vulgaris, Chlorella sorokiniana, Scenedesmus vacuolatus,
Haematococcus pluvialis, Parachlorella kessleri, Auxenochlorella protothecoides,
Auxenochlorella pyrenoidosa, ainsi que la Diatomée Odontella aurita (ANSES, Agence
nationale de sécurité sanitaire de I'alimentation, de I'environnement et du travail, Saisine n°
2017- SA-0086). Bien qu’il existe un certain engouement de la part des consommateurs, le
marché reste encore anecdotique en France, hormis la culture de la Cyanobactérie
Arthrospira nommée plus communément « spiruline » dont les unités de production ne
cessent de croitre. Actuellement, les microalgues sont principalement distribuées sous

forme de compléments alimentaires, en raison de leur richesse en acides aminés essentiels,
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vitamines et acides gras polyinsaturés omega-3 (Hemaiswarya et al., 2011; Garcia et al.,
2017). Dans I’agroalimentaire, elles sont aussi utilisées comme colorant naturel (Béta-

caroténes E160aiv).

1.2. Remédiation

Les microalgues commencent a étre utilisées dans de petites stations d’épuration pour
remeédier des pollutions et contaminants des eaux usées (Martinez et al., 2000; Renuka et
al., 2015). 1l est également envisagé de les utiliser pour traiter les eaux d’effluents
provenant des élevages (Godos et al., 2009) ou celles contaminées par des métaux lourds.
Enfin, elles sont étudiées pour la synthese de bioplastiques, par exemple a partir de
I’extraction de polymeéres de protéines (Zeller et al., 2013). Leur utilisation pourrait
permettre de diminuer la quantité de plastique actuellement élaboreé a base de pétrole (Rasul
etal., 2017).

1.3. Energie

Dans les années 2000, les microalgues ont suscité un engouement particulier comme
matiere premiére pour la production de biocarburant de troisiéme génération (Milano et al.,
2016). L’utilisation de biocarburant a partir de microalgues permettrait ’utilisation d’une
énergie renouvelable, biodégradable, non toxique et participerait a la diminution des
émissions de gaz a effet de serre (Brune et al., 2009; Rasul et al., 2017). L’exploitation des
microalgues est également envisagée pour la production de bio-hydrogene. Soit en utilisant
leur capacité de production d’hydrogéne a travers la photosynthése, soit par fermentation
anaérobie en les utilisant comme substrat (Nagarajan et al., 2017). Cependant, ces
engouements semblent a 1’heure actuelle retombés car les systemes et méthodes de
production de microalgues a grande échelle sont encore loin d’étre économiquement

viables face au prix du pétrole (Islam et al., 2017).
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1.4. Molécules actives

Les microalgues sont aussi examinées pour leur contenu en métabolites secondaires. En
effet, elles représentent un réservoir potentiel de molécules bioactives encore inconnues.
Des composés tels que leurs acides gras, pigments ou leurs polysaccharides sont étudiés
pour leurs propriétés anti-inflammatoires, anti-oxydantes, antivirales ou antimicrobiennes
(Mimouni et al., 2015; Rasul et al., 2017). Ces premiers resultats semblent prometteurs
mais D’efficacité de ces molécules reste encore a étre évaluée cliniquement. Ainsi, les
microalgues suscitent un fort intérét avec pour espoir d’identifier de nouvelles molécules

d’intérét en santé.
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1.5. Des verrous a lever pour utilisation des microalgues

Physiques : Production de biomasse a grande échelle

A T’heure actuelle, la filiere microalgue est pleine de promesses et de potentialités.
Cependant, de nombreuses limites économiques, techniques et biologiques restent encore
a étre levées pour que leur utilisation devienne économiquement viable & grande échelle
(Vigani et al., 2015). Par exemple, pour I’alimentation humaine ou animale, les principales
limites techniques pointées par les spécialistes sont la production de biomasse a grande

échelle et surtout, la séparation physique des microalgues de 1’eau (Figure 30).

Biologiques : Obtention de souches domestiquées

De nombreuses études portant sur la conception de systémes de cultures innovants pour
obtenir une meilleure productivité ont été réalisées. Elles ont permis d’obtenir des gains
substantiels en terme de productivité massique et/ou de productivité pour des métabolites
d'intérét (e.g. lipides, pigments, sucres). Cependant, les études réalisées utilisent
principalement des souches sauvages (souches provenant de banques et/ou isolées dans
I’environnement). L’obtention et I'utilisation de souches domestiquées présentant des
caractéres phénotypiques d’intérét représentent ainsi un autre levier important pour
améliorer la productivité (Figure 30) (Vigani et al., 2015). A I’image des progrés de
I’agriculture engendrés par la domestication des plantes et des animaux, pour devenir
économiquement rentable, 1’exploitation des microalgues requiert la domestication de

souches sauvages (Larkum et al., 2012; Vigani et al., 2015).
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Figure 30 : Facteurs les plus influents sur le colt de production d’aliments a base de

microalgues.

Image adaptée de Vigani et al. (2015).
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2. Ladomestication des microalgues

La domestication est I’action ou le processus réalisé par I’homme sur un organisme afin de
s’en approprier un bénéfice pour répondre a un besoin. La domestication est trés ancienne,
elle a commencé chez les plantes lors de la mise en place de 1’agriculture il y a plus
10 000 ans (Meyer et Purugganan, 2013; Larson et al., 2014). Les premiers processus de
domestication étaient trés simples et avaient pour base la sélection massale. Cette approche
consiste a selectionner les meilleurs individus pour la prochaine génération. Au fil des
siécles, les processus de domestication sont devenus de plus en plus élaborés « jusqu’a la
révolution verte » qui débute dans les années 1940 (e.g. croisements controlés, généalogie,
hybrides) (Meyer et Purugganan, 2013). A titre d’exemple, en 50 ans (1950-2000), le
rendement a doublé pour la culture du colza, triplé pour les betteraves, quadruplé pour le

mais (Doreé et Varoguaux, 2006).

Chez les microalgues, la domestication ou I’amélioration de ces espéces a débuté il y a une
vingtaine d’années a peine. Actuellement, les souches de microalgues exploitées

proviennent directement du milieu naturel et sont des souches dites « sauvages ».

L’amélioration des microalgues a été mise en ceuvre pour différentes finalités, a partir d’une
large variété d’espéces. Le choix de I’espeéce de microalgues a améliorer dépendra de la
molécule ou du caractére recherché. Plusieurs espéces appartenant a différents taxons ont
fait I’objet de programmes d’amélioration. Les premiéres souches domestiquées présentent
une amélioration de productivité allant de 30 a 400%. Pour une grande partie d’entre elles,
les études se sont centrées sur la possibilit¢é d’augmenter la teneur ou la productivité en
lipides pour la production de biocarburant (Alonso et al., 1994; Grima et al., 1995; Meireles
etal., 2003; Chaturvedi et Fujita, 2006; Lian et al., 2010; Iskandarov et al., 2010; Bougaran
et al., 2012; Doan et Obbard, 2012; Vigeolas et al., 2012; Ota et al., 2013a; Yang et al.,
2013; Zayadan et al., 2013; Jaeger et al., 2014; Terashima et al., 2015). D’autres études ont
permis d’accroitre la production de pigments, notamment de lutéine chez Chlorella
sorokiniana (Cordero et al., 2011), d’astaxanthine chez Haematococcus pluvialis (Chen et
al., 2003), de beta-carotene chez Dunaliella bardawil (Shaish et al., 1991). Enfin, quelques
recherches se sont focalisées sur ’amélioration de souches présentant de meilleures
capacités de culture, par exemple une optimisation de la niche thermique pour T. lutea
(Bonnefond et al., 2017).
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L’obtention de souches domestiquées est réalisée a travers la mise en place de programmes
d’amélioration. Ces programmes d’amélioration profitent des méthodologies et des outils
développés chez les autres organismes. Cependant les connaissances biologiques ne
permettent pas certaines approches. En effet, chez la plupart des espéces de microalgues,
les croisements ne sont pas possibles car leurs cycles biologiques ne sont pas encore
connus. Actuellement, quatre différentes stratégies d’amélioration ont été appliquées. Elles
peuvent se distinguer de la maniére suivante : I’amélioration par 1) démarche de pression
de sélection ou « approche d’évolution dirigée », 2) crible des individus ou « approche de
sélection », 3) augmentation de la variabilité génétique suivie d’un crible d’individus ou
« approche de mutation-sélection » et 4) transformation ou «approche de génie

génétique ».

Amélioration par « génie génétigue »

L’approche par génie génétique est certainement la plus controversée pour des
microorganismes marins cultivés majoritairement dans des bassins en extérieur.
Cependant, cette stratégie a été utilisée pour améliorer des souches de microalgues (Xue et
al., 2015; Yang et al., 2016).

Amélioration par « évolution dirigée »

Des études utilisent la capacité d’adaptation des microalgues pour faire apparaitre des
phénotypes adaptés face a une pression de sélection. La sélection phénotypique est réalisée
a travers la croissance. Les cellules sont maintenues dans un état de croissance active, de
sorte que les variants adaptatifs, avec une vitesse de division plus rapide, puissent se fixer
dans la population (Krasovec et al., 2017). Par exemple, ce type d’expérience a permis
I’obtention d’une souche de C. reinhardtii présentant un taux de croissance amélioré dans
un milieu nutritif riche en acétate (Perrineau et al., 2014) ou une souche de T. lutea adaptée

a une niche thermique plus large que la souche d’origine (Bonnefond et al., 2017).
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Amélioration par « sélection »

S’appuyant sur les méthodes d’amélioration des plantes terrestres, qui consistent a
sélectionner des espéces ou écotypes performants parmi une diversité d’individus, certains
programmes d’amélioration des microalgues utilisent une démarche de « sélection »
d’individus qui présentent un phénotype d’intérét. Plusieurs protocoles différents de
sélection phénotypique peuvent étre employés pour les microalgues. Ainsi, des études
utilisent des méthodes de criblage d’individus d’intérét. Par exemple, par sélection
d’individus sur milieu gélosé¢ sur boites de Pétri en présence ou non d’un inhibiteur
métabolique (Chen et al., 2003; Van Wagenen et al., 2014). La sélection d’individus qui
présentent des traits d’intérét peut également étre réalisée manuellement au travers
d’approches de dilution limite ou de micromanipulations (Grima et al., 1995). De méme,
I'utilisation de la cytométrie en flux a également été proposée par Mendoza (2008) pour la
sélection d’une souche de Dunaliella salina hyper-productrice de caroténoides. Couplée a
I’emploi d’un fluorochrome comme le Rouge du Nil et a un dispositif de tri, cette technique
permet de sélectionner a trés haute fréquence des cellules qui présentent un phénotype
intéressant (Mendoza et al., 2008; Bougaran et al., 2012; Rumin et al., 2015). Une autre
stratégie est l'utilisation de dispositifs microfluidiques permettant l'isolement de cellules

individuelles et donc le criblage de phénotypes d’intérét (Yousuff et al., 2017).

Amélioration par « mutation-sélection »

Dans le but d’augmenter la variabilité génétique dans une souche de microalgues, une étape

de « mutation » peut étre réalisée en amont de 1’étape de « sélection ».

Lors de I’étape de mutation, sont distingués les mutagenes chimiques et physiques. Parmi
les mutagénes physiques, les radiations ultraviolet de courte longueur d’onde (UV-c), sont
les plus frequemment employées (Shaish et al., 1991; Bougaran et al., 2012), bien que
certaines études aient également fait appel a des radiations UV-a de plus faible énergie
(Zayadan et al., 2014). D’autres techniques font appel au bombardement par ions lourds
(Ma et al., 2013; Ota et al., 2013b) ou aux jets de plasma (Zhang et al., 2014). Des
mutagenes chimiques sont aussi utilises pour la mutagenése des microalgues. Dans la
littérature, les agents les plus fréguemment utilisés sont le méthanesulfonate d'éthyle (EMS)
(Chaturvedi et Fujita, 2006) et le méthylnitronitrosoguanidine (MNNG) (Cordero et al.,
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2011). Quelques études réalisent plusieurs cycles successifs de mutagenése, faisant appel a
plusieurs agents mutagenes différents (chimique ou physique) (Chen et al., 2003; Lian et
al., 2010). La mise en ceuvre de ces techniques de mutagenése conduit a des résultats
d’amélioration phénotypique variables. Selon les travaux, des gains de quelques pourcents
seulement sont obtenus, alors que d’autres parviennent a des améliorations tres
significatives (400%) du caractére recherché (Chen et al., 2003; Cordero et al., 2011;
Bougaran et al., 2012).

De manicre générale, I’impact de ces différents programmes d’amélioration sur le génome
des souches et la stabilité génétique et phénotypique des caractéres acquis ont été peu
étudiés (Perrineau et al., 2014; Carrier et al., 2018).
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3. Présentation de I’espéce d’étude : Tisochrysis lutea

Le laboratoire de Physiologie et Biotechnologie des Algues utilise principalement comme
modele d’étude 1’Haptophyte Tisochrysis lutea que ce soit au niveau écophysiologie ou
moléculaire. La microalgue T. lutea (Figure 31) appartient au phylum des Haptophytes, a
I’ordre des Isochrysidales et la famille des Isochrysidacées (Figure 32) (Bendif et al., 2013).
La premiéere souche de cette espéce a été découverte a partir d’un échantillon collecté en
Polynésie frangaise dans un bassin de crevettes par Haine en 1977. Cette souche est
nommeée CCAP927/14 et conservée a la Culture Collection of Algae and Protozoa (CCAP)
situé en Ecosse. De nombreuses autres souches ont ensuite été identifiées dans différentes
régions du globe éloignées géographiquement (Figure 33) (Efimova et al., 2016). En raison
de sa facilité de culture et de son fort taux de croissance, cette espéce est historiqguement
utilisée en aquaculture afin de nourrir les larves et juvéniles de mollusques et de crustacés
(Guedes et Malcata, 2012). Plus récemment, cette microalgue est étudiée pour son intérét
en alimentation animale et humaine car elle possede un profil lipidique riche en acides gras
polyinsaturés a longue chaine de type omega-3, comme le DHA (acide docosahexaénoique)
et ’EPA (acide eicosapentaénoique) (Ryckebosch et al., 2014). Son profil pigmentaire est
également intéressant car ses chloroplastes contiennent des pigments caroténoides tels que
la fucoxanthine aux propriétés antioxydantes (Delbrut et al., 2018). Enfin, la teneur et la
composition en lipides neutres de T. lutea font que cette espéce a été 1’objet de plusieurs
études pour son utilisation dans la production de biocarburant de troisieme génération
(Bougaran et al., 2012; Driver et al., 2014).

Dans la littérature, les caractéristiques biologiques de cette espece ont été analysées au
niveau éco-physiologique (Saoudi-Helis et al., 1994; Bougaran et al., 2012; Lacour et al.,
2012; Marchetti et al., 2013, 2018) et biochimique (Saoudi-Helis et al., 1994; Custddio et
al., 2014; Alkhamis et Qin, 2015; Delbrut et al., 2018). De méme, de nombreuses études
« omiques » commencent a s’accumuler a son sujet (Carrier et al., 2018; Charrier et al.,
2015; Garnier et al., 2014; Hernandez Javier et al., 2018; Thiriet-Rupert et al., 2016, 2018)
et la premiére méthode de transformation génétique a récemment été développée (Endo et
al., 2018). T. lutea a également fait 1’objet de différents programmes de domestication qui
ont abouti a 1’obtention d’un large panel de souches domestiquées (Bougaran et al., 2012;
Carrier et al., 2018).
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Récemment, le premier assemblage du génome de T. lutea a été publié (Carrier et al., 2018).
Pour cela, les génomes d’une souche sauvage et de deux souches domestiquées ont été
séquencés. Ces souches domestiquées ont été obtenues par un programme d’amélioration
de type « mutation-sélection ». La comparaison des génomes de ces souches a abouti a la
prédiction de polymorphismes nucléotidiques (SNPs) et d’événements d’insertions et de
délétions de séquences nucléotidiques (indels). Parmi ces variations génétiques spécifiques,
les auteurs ont identifié la contribution de larges indels présentant des similarités a des
séquences d‘ETs. A la suite de ces observations, les auteurs ont suggéré la présence

probable d’ETs actifs chez T. lutea.
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Figure 31 : Photographie au microscope de plusieurs cellules de T. lutea.

Photographie de R. Kaas (PBA, Ifremer).
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Figure 32 : Position phylogénique de I'espéce T. lutea chez les Haptophytes.

Construction phylogénétique basée sur I'étude de I’ARNr 18S. Image provenant de

Carrier et al. (2018).
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Figure 33 : Distribution géographique des différentes souches isolées de T. lutea.

Les points de différentes couleurs représentent les régions ou les souches de T. lutea ont
été isolées : Rouge : Mer du Japon, violet : région de Tahiti, jaune : Mer Jaune et Mer de
Chine orientale, bleu : Mer de Chine méridionale, rose : Mer de Chine méridionale des
cotes du Vietnam, vert : Région méditerranéenne, marron : Mer du Nord, gris : Mer des

Caraibes. Image provenant de Efimova et al. (2015).
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Objectifs de la theése

Dans ce contexte d’obtention de souches domestiquées de microalgues, la stabilité et
I’origine moléculaire des caractéres améliorés n’ont que tres peu été abordés. Une premiére
¢tude sur I’impact des programmes d’amélioration sur le génome de T. lutea a mis en
évidence une part non négligeable de larges indels (Carrier et al. 2018). Leurs origines
pourraient étre associées a une possible activité des ETs. Les ETs sont connus pour étre des
acteurs importants de I’évolution des génomes et jouent un role majeur sur la variation des

traits phénotypiques d’intérét (Lisch, 2012).

L’objectif de ce travail est d’initier les premicres études sur la dynamique du génome de
I’Haptophyte T. lutea a travers 1’étude des ETs. Plus précisément, 1’objectif consiste a 1)
annoter exhaustivement les ETs chez T. lutea et étudier leur activité, 2) analyser leur

dynamique au sein de deux souches domestiquées de cette espece.

Ainsi, les objectifs de cette thése peuvent se traduire par trois questions principales :

(1) Quelle est la diversité des ETs chez T. lutea ?
(2) Quelles sont les familles potentiellement actives chez cette espece ?
(3) Quelle est I’importance de la dynamique des ETs chez deux souches domestiquées

de T. lutea ?

Cette étude apporte les premicres connaissances concernant la diversité, 1’activité et la
dynamique des ETs chez une Haptophyte et contribue a [’acquisition de nouvelles

informations sur I’importance des ETs dans la dynamique du génome des microalgues.
Ce travail de these se décline sous la forme de deux chapitres :
Chapitre 1 : Annotation et étude de I’activité des ETs de T. lutea

Chapitre 2 : Etude de la dynamique des ETs chez deux souches domestiquées de

T. lutea
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Chapitre 1

Chapitre 1

Annotation et étude de 1’activité des ETs
de T. lutea
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L’objectif du premier chapitre de cette thése consiste a annoter les ETs présents dans le
génome de T. lutea et plus particuliérement d’identifier des ETs potenticllement autonomes
et actifs. Pour faciliter et améliorer cette annotation, un nouvel assemblage du génome de
T. lutea a été réalisé. Afin d’obtenir une annotation des ETs la plus exhaustive possible, un
nouveau pipeline « PIRATE » a été développé. La détection, la classification et I’annotation
des ETs de T. lutea ont ainsi pu étre achevées. Parmi les ETs qui ont été identifiés comme
potentiellement autonomes, certains ont été validés comme potentiellement actifs en
s’appuyant sur I’analyse de données transcriptomiques et protéomiques disponibles. Tous
ces résultats ont permis la rédaction et la publication d’un article dans la revue BMC
Genomics, présenté dans le paragraphe 4 de ce chapitre. Enfin, des résultats

complémentaires a cet article, ont également été décrits.
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1. Unnouvel assemblage du génome de T. lutea

1.1. Contexte de I’étude

Au début de cette thése, une premiére version de I’assemblage du génome de T. lutea était
disponible (Carrier et al., 2018). Celle-ci avait été obtenue a partir de données produites par
la technologie de seconde génération Illumina HiSeq (paired-end, 100 pb). Comme vu
précédemment, cette technologie permet d’amplifier et de séquencer de courtes séquences
d’ADN nommées short reads. Ces courtes séquences permettent de réaliser des
assemblages de génomes mais ceux-ci sont trés souvent fragmentés en plusieurs milliers
de contigs (Alkan et al., 2011). Cette fragmentation résulte en partic d’un assemblage
imparfait de ces short reads, notamment en ce qui concerne les régions répétées des
génomes (Treangen et Salzberg, 2011). Ces short reads ne permettent généralement pas de
couvrir entierement les longues régions répétées des génomes tels que les ETs, conduisant
a la création de contigs chimériques (Figure 34). La premiere version du génome de T. lutea
est composeée de 7 659 contigs (N50=10 571 pb), pour une taille estimée a 54 Mpb. Celle-
ci est particuliecrement fragmentée, et de ce fait, ne permet pas 1’annotation correcte des
différentes copies d’ETs présentes dans le génome de T. lutea. Par conséquent, une

nouvelle version du génome de T. lutea a été initiée au cours du présent travail.
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ET ET

Génome de référence

Exemple 1:
ET chimérique
Génome fragmenté
Assemblage de short reads
Exemple 2 :

Copie 2 Génome complet

(=]
o
=
@
-

Assemblage de long reads

Figure 34 : lllustration schématique de I'assemblage d’une région d’'un génome

présentant deux copies d’un ET a 'aide de données short reads ou long reads.

L'exemple 1 illustre la création d’un contig chimérique a partir de I’'assemblage de short
reads issues de deux copies d’un ET. L'exemple 2 illustre I'utilisation de long reads

permettant de dissocier et assembler correctement les deux copies d’un ET.
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1.2. Matériel génétique

La souche CCAP927/14 de I’espéce T. lutea a été utilisee comme matériel biologique pour
I’extraction de I’ADN total. Cette souche est communément utilisée par la communauté
scientifique et a ainsi été choisie pour le premier séquencage du génome (Marchetti et al.,
2012; Bougaran et al., 2012; Liu et al., 2013; Carrier et al., 2014; Bonnefond et al., 2017,
Hernandez Javier et al., 2018). Cette souche a été axénisée a 1I’aide d’antibiotiques. Comme
la plupart des souches de microalgue, cette souche n’est pas mono-clonale. Elle se
caractérise par une variabilité génétique intra-populationnelle qui est induite par la présence
conjointe d’individus dont le nombre reste a déterminer précisément (plus de 200
haplotypes détectés, Saint-Vanne et al., 2017 mémoire de Master 2). Cette variabilité
génétique intra-populationnelle complexifie la démarche envisagée pour I’assemblage d’un
génome de référence. Cependant, le temps imparti a la thése ne nous a pas permis
d’envisager le séquencage du génome d’une souche clonale. Un isolement d’une cellule
unique a partir de la souche CCAP927/14 de T. lutea est possible mais 1’obtention de la

biomasse suffisante pour un séquencage aurait demandé trois mois de culture.

1.3. Stratégie de séquencage

Afin d’obtenir un assemblage moins fragmenté du génome de T. lutea, un nouveau
séquencage du génome a été entrepris a I’aide de la technologie de 3°™ génération Pacifique
Biosciences. Cette technologie permet de séquencer directement des molécules d’ADN de
grandes tailles, qui peuvent ainsi couvrir de longues régions répétées du génome. A partir
de ces long reads, les outils d’assemblage peuvent plus facilement reconstruire les régions
répétées des génomes et permettent ainsi d’obtenir un assemblage de génome peu
fragmenté (McCoy et al., 2014) (Figure 34). A partir de sept séries de séquencages réalisées
par un Pacific Biosciences RSII, 735 115 long reads ont été produites présentant une taille
moyenne de 5 000 pb. Une profondeur moyenne de séquencage de 58,5X a été obtenue

pour I’ensemble du génome (Figure 35).
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Génome de référence

Long
reads

L 4

3X (profondeur)

Figure 35 : Schéma illustrant la notion de profondeur de séquencgage d’une région d’un

génome.
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1.4.  Assemblage du génome de T. lutea

La nouvelle version de I’assemblage du génome de T. lutea a été réalisée en partenariat
avec ’IRHS (Institut de Recherche en Horticulture et Semences, INRA) d’Angers qui a
récemment réalisé 1’assemblage du génome du pommier (Daccord et al., 2017). A partir
des long reads obtenues par la technologie Pacifique Bioscience, un premier assemblage
du génome a été réalisé en utilisant le programme Canu (Koren et al., 2017). L’outil Canu
est divisé en trois étapes distinctes : la correction, la réduction et I’assemblage des long
reads (Koren et al., 2017). L'étape de correction sélectionne les meilleurs chevauchements
des long reads et génére automatiquement des séquences corrigées. L’étape de réduction
permet d’enlever les régions de séquences de mauvaise qualité ainsi que les adaptateurs
issus de I’étape de préparation des librairies. Enfin, la phase d’assemblage engendre des
séquences consensus qui sont ensuite assemblées sous forme de contigs. L’outil Canu a
permis d’obtenir une premicre version de 1’assemblage du génome de T. lutea. Celui-ci est

constitué de 260 contigs.

En raison du taux élevé d’erreur par base des long reads séquencées par la technologie
Pacifique Bioscience (10%), deux étapes supplémentaires de correction ont été appliquées.
Une premiere étape de correction exploitant la redondance de séquencages de chaque base
(58,5X de profondeur dans notre cas) a été réalisée a partir des long reads. Pour cela, les
long reads ont été préalablement alignées avec le programme bwa (Li et Durbin, 2009) sur
I’assemblage du génome obtenu par Canu. Cet alignement a ensuite été soumis a 1’outil
Quiver (Chin et al., 2013). Celui-ci a permis d’améliorer 1’assemblage (Tableau 2). Une
seconde étape de correction a été réalisée a partir des shorts reads précédemment produites
a 1’aide de la technologie Illumina. Cette méthodologie combinant les deux technologies
de séquencage est en effet recommandee dans la communauté scientifique pour
significativement améliorer la qualité de 1’assemblage d’un génome (Phillippy, 2017;
Tyson et al., 2018). I’outil Pilon (Walker et al., 2014) a été appliqué sur 1’assemblage du

génome obtenu a la suite de Quiver et a permis d’apporter des corrections (Tableau 2).

Pour finir, une étape de Vérification manuelle a été réalisée afin d’identifier d’éventuels
contigs similaires (identité de 98%). Ces contigs similaires n’ont pu étre fusionnés durant
I’assemblage a cause d’un polymorphisme allélique trop important entre les différents

clones séquences de la souche. Par cette approche, 67 contigs identifiés ont éte retirés.
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Tableau 2 : Apercu des corrections réalisées par les outils Quiver et Pilon.

Ces outils ont permis de corriger des SNPs et indels.

Correction par I'outil | Correction par I'outil
Quiver Pilon
Nombre SNPs 25663 696
Nombre insertions 133 867 29 888
Nombre délétions 1766 1604

Au final, nous disposons d’un nouvel assemblage du génome de T. lutea. Il est composé de
193 contigs et présente une taille de 82 Mpb. En comparaison avec la premiéere version du
génome établi par Carrier et al. (2018), celui-ci possede un gain de taille de 28 Mpb
(54 Mpb vs 82 Mpb) et a I’avantage d’étre beaucoup moins fragmenté (7 659 contigs vs
193 contigs). L’obtention d’un assemblage du génome ayant une taille plus importante,
ainsi que la diminution de sa fragmentation, suggérent qu’une part importante des régions
répétées a pu étre correctement assemblée. Ce nouvel assemblage du génome de T. lutea
est donc mieux adapté pour permettre I’annotation la plus exhaustive possible des ETs.
L’annotation automatique des geénes et la prédiction de leur fonction ont été réalisées a
’aide des outils MAKER2 et BLAST2GO (Conesa et al., 2005; Holt et Yandell, 2011).
Avec ces outils, 15 972 génes ont été identifiés, mais une fonction putative n’a pu étre

attribuée qu’a 26% d’entre eux.

En complément, une estimation de la taille du génome de T. lutea a été réalisée avec la
méthode des k-mer. A ’aide de celle-ci, une taille de 85 Mpb a été obtenue, indiquant que
I’assemblage du génome est proche de la taille réelle, mais qu’il semble encore incomplet.
De méme, afin de confirmer qu’aucun génome bacterien n’a été sequence lors de ce
processus, des données transcriptomiques de T. lutea ont été alignées sur 1’assemblage du
génome afin de verifier que chaque contig était bien recouvert et correspondait bien a cette

espece.
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2. Elaboration d’un pipeline d’annotation des ETs de

T. lutea

2.1. Introduction

L’identification et I’annotation des ETs est une tache difficile en raison de la diversité de
ces éléments, la structure complexe de leurs séquences, leur présence en plusieurs copies
dans les géenomes et de la faible conservation de leur séquences nucléiques entre taxons.
Une stratégie fortement utilisée pour obtenir une annotation exhaustive des ETs d’un
génome se décline en trois étapes successives : premiérement la détection de séquences
potentielles d’ETs, deuxiémement leur classification qui s’accompagne par la création
d’une librairie de séquences d’ETs identifiés et troisiemement, 1’annotation du génome a

partir des séquences contenus dans la librairie (Flutre et al., 2012).

Les outils bio-informatiques qui mettent en ceuvre cette stratégie et qui sont communément
utilisés dans la littérature sont les pipelines d’annotation REPET et RepeatModeler (Smit
et Hubley, 2010; Flutre et al., 2012). Ces outils utilisent des méthodes de détection de novo,
principalement basées sur la détection de séquences répétées. Ils ont été calibrés a partir
d’assemblages de génomes complets, bien décrits et issus d’organismes dits « modeles ».
L’annotation a 1’aide de ces outils chez les organismes dits « non-modéles » est fortement
assujettie & deux facteurs: 1) la qualité de I’assemblage du génome et 2) la faible

conservation des séquences nucléiques des ETs entre taxons.

En premier lieu, la qualité de I’assemblage influe directement sur 1’identification
exhaustive des ETs. En effet, ces outils s’appuient sur la détection des ETs par la recherche
de séquences présentes en plusieurs copies dans le génome. Ainsi, I’utilisation d’un
assemblage de génome fragmenté et de moindre qualité diminue I’efficacité de I’approche
de ces outils (Bergman et Quesneville, 2007; Reinar, 2016 mémoire de these). La seconde
limitation est produite par le manque d’informations concernant les ETs dans les taxons
d’organismes peu étudiés. En effet, I’étape de classification est basée sur I’interrogation de
banques de données de séquences d’ETs de référence. Ainsi, le nombre d’ETs répertoriés

et la proximité phylogénétique de 1’organisme étudié par rapport a ceux présents dans les
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banques, impactent directement 1’efficacité de la classification (Bergman et Quesneville,
2007; Hoen et al., 2015).

Afin de surmonter au mieux ces deux limitations lors de 1’annotation des ETs chez T. lutea,
un nouveau pipeline bio-informatique nommé PiRATE (Pipeline to Retrieve and Annotate
Transposable Elements) a été développé et un génome de qualité a été produit
(cf. Chapitre 1 § 1.4) (Berthelier et al., 2018). L’objectif de ce nouveau pipeline est
d’annoter les ETs présents dans les génomes d’espéces non-modeéles et en particulier les
ETs pouvant étre autonomes. L’outil PIRATE est composé de trois étapes successives : la
détection, la classification et ’annotation des ETs (Figure 36). L’étape de détection a été
optimisée en combinant plusieurs outils présentant des approches différentes et celle de
classification a été améliorée en renchérissant manuellement le répertoire des banques de

séquences d’ETs référents.

2.2. Detection de séquences d’ETs

L’objectif de cette étape est la détection de séquence pleine longeur des copies des diverses
familles d’ETs présentes dans 1’assemblage d’un génome. La détection de séquences d’ETs
pleine longeur facilite leur reconnaissance lors de la classification, et leur utilisation comme
séquences de références conduit a une annotation plus précise du génome. Afin d’optimiser
I’étape de détection, la combinaison de plusieurs logiciels présentant des stratégies
différentes est conseillée (Hoen et al., 2015). Une recherche bibliographique a permis de
recenser une quarantaine de programmes de détection (Tableau 3). Tous ces outils ont été
regroupés en quatre approches, selon le type de méthode qu’ils mettent en ceuvre:
1) recherche de séquences similaires a celles d’ETs référents ; 2) recherche de structures
et de motifs de séquences d’ETs ; 3) recherche des séquences répétées présentent dans
I’assemblage du génome ; 4) construction des séquences répétées du genome a partir de

données de sequencage brutes.

Douze logiciels complémentaires couvrant ces quatre approches de détection ont été
sélectionnés pour intégrer 1’étape de détection de PIRATE. La méthodologie de ces

différents outils est détaillé ci-dessous.
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Tableau 3 : Liste des outils disponibles visant la détection de séquences d’ETs.

Les outils ont été regroupés en quatre approches. Ceux sélectionnés pour construire

I’étape de détection de PiRATE ont été soulignés.

Nom Site internet Auteurs
Recherche par similarité
Censor girinst.org/censor/download.php Jurka et al., 1996

RepeatMasker

repeatmasker.org/

Smit et Hubley, 1996

TEannot

urgi.versailles.inra.fr/Tools/REPET

Quesneville et al., 2005

Windowmasker

ftp.ncbi.nlm.nih.gov/pub/agarwala/windowmasker

Morgulis et al., 2006

TransposonPSI transposonpsi.sourceforge.net/ Haas, 2007
TARGeT target.iplantcollaborative.org Han et al., 2009
TESeeker repository.library.nd.edu/view/27/teseeker Kennedy et al., 2011
Recherche par structure
TRANSPO alggen.lsi.upc.es/recerca/search/transpo/transpo.html Santiago et al., 2002
LTR_STRUC mcdonaldlab.biology.gatech.edu/finalLTR.htm McCarthy et McDonald, 2003
LTR_par eecs.wsu.edu/~ananth/software.htm Kalyanaraman et Aluru, 2006
LTR_FINDER tlife.fudan.edu.cn/Itr_finder/ Xu et Wang, 2007
find_lItr darwin.informatics.indiana.edu/cgi-bin/evolution/Itr.pl Rho et al., 2007
LTRharvest zbh.uni-hamburg.de/LTRharvest/index.php Ellinghaus et al., 2008
MUST healthinformaticslab.org/supp/ Chen et al., 2009
HelSearch sourceforge.net/projects/helsearch/files Lixing et Bennetzen, 2009
MGEScan-LTR darwin.informatics.indiana.edu/cgi-bin/evolution/daphnia_ltr.pl Tang, 2009
MGEScannonLTR darwin.informatics.indiana.edu/cgi-bin/evolution/nonltr/nonltr.pl Tang, 2009
MITE-Hunter target.iplantcollaborative.org/mite_hunter.html Han et Wessler, 2010
Sine-Finder plantcell.org/content/early/2011/09/07/tpc.111.088682 Wenke et al., 2011
MITE-Digger ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3680318 Yang, 2013

HelitronScanner

sourceforge.net/p/helitronscanner

Xiong et al., 2014

detectMite sourceforge.net/projects/detectmite Congtig et al., 2016
SINE_scan github.com/maohlzj/SINE_Scan Mao et Wang, 2016
MUSTv2 healthinformaticslab.org/supp/resources.php Ge et al.,, 2017

MITE Tracker

github.com/INTABiotechMJ/MITE-Tracker

Crescente et al, 2018
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Nom Site internet Auteurs
Recherche les séquences répétées dans un assemblage de génome
REPuter bibiserv2.cebitec.uni-bielefeld.de/reputer Kurtz et Schleiermacher, 1999

RepeatFinder

cbcb.umd.edu/software/RepeatFinder

Volfovsky et al., 2001

RECON selab.janelia.org/recon.html Bao et Eddy, 2002
GROUPER urgi.versailles.inra.fr/Tools/REPET Quesneville et al., 2003
PILER drive5.com/piler Edgar et Myers, 2005
RepeatScout repeatscout.bioprojects.org Price et al., 2005
Repseek wwwabi.snv.jussieu.fr/public/RepSeek Achaz et al., 2006
PClouds evolutionarygenomics.com/ProgramsData/PClouds Gu et al., 2008
Tallymer zbh.uni-hamburg.de/?id=211 Kurtz et al., 2009
TEdenovo urgi.versailles.inra.fr/Tools/REPET Flutre et al., 2011

RepeatModeler

repeatmasker.org/RepeatModeler.html

Smit et Hubley, 2014

Red toolsmith.ens.utulsa.edu Girgis, 2015
phRAIDER github.com/karroje/phRAIDER Schaeffer et al., 2016
Construit les séquences répétées du génome a partir de données brutes
ReAS ftp.genomics.org.cn/pub/ReAS/software Li et al., 2005

RepeatExplorer galaxy.umbr.cas.cz:8080 Novék et al., 2013
Tedna urgi.versailles.inra.fr/Tools/Tedna Zytnicki, 2014
RepARK https://github.com/PhKoch/RepARK Koch et al., 2014
dnaPipeTE Ibbe.univ-lyonl.fr/-dnaPipeTE Goubert et al., 2015
Transposome github.com/sestaton/Transposome Staton et Burke, 2015
REPdenovo github.com/Reedwarbler/REPdenovo Chuetal., 2016
RepLong github.com/ruiguo-bio/replong Guo et al., 2018
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Figure 36 : Représentation schématique des différentes étapes du pipeline PiRATE.

Image adaptée de Berthelier et al. (2018).
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Approche 1 : recherche de séquences similaires a celles d’ETs référents

La premiére approche permet la détection de séquences d’ETs, en comparant les sequences
du génome de ’espéce d’étude a des banques de données composées de séquences d’ETs
référents ou de profils Hidden Markov Model (profils HMMSs) qui ont été construits a 1’aide
de séquences d’ETs reférents (Figure 37). Les outils de cette approche permettent la
détection d’ETs présents en une seule ou plusieurs copies dans 1’assemblage du génome
d’¢étude. Cependant, I’efficacité des outils utilisant cette approche sera dépendante de la
composition de leurs banques de données. L’identification des séquences des ETs est ainsi
peu précise lors de I’analyse de génomes d’organismes non modéles (Hoen et al., 2015).
Dans ce cas de figure, les outils n’identifient pas des séquences d’ETs pleines longueurs,
mais des fragments de séquences (Hoen et al., 2015). De méme, cette approche n’est pas
pertinente pour la detection d’éléments non-autonomes composés de sequences non-
codantes comme les MITE et SINE (Bergman et Quesneville, 2007). Elle ne permet pas

non plus la détection de nouvelles Superfamilles ou Ordres d’ETs.

Pour cette premiére approche, le logiciel RepeatMasker (Smit et al., 1996) a été choisi pour
integrer PIRATE. Pour le compléter, un nouveau programme nomme TE-HMMER a été
congu dans le cadre de cette these.

Le programme RepeatMasker permet de détecter des régions nucléiques du génome
assemblé, similaires aux séquences d’ETs présentes dans la banque de données ad hoc. En
complément, TE-HMMER permet la détection d’ETs dans un génome assemblé a partir
d’une banque de profils HMMs (Figure 37). Pour cela, il convertit tout d’abord
I’assemblage du génome en acide aminées, et ceci dans les six cadres de lectures possibles.
Puis il utilise le programme HMMER (Eddy et al., 1995) pour rechercher des séquences
protéiques similaires aux profils HMMs de sa banque de données. Enfin, 1’outil tBLASTn
est utilisé pour retrouver les séquences nucléiques correspondantes dans le génome de

I’organisme concerné.

Pour augmenter I’efficacité de ces deux outils lors de 1’analyse du génome de T. lutea, leurs
banques de données respectives ont été enrichies par des séquences d’ETs détectées dans

des génomes de microalgues (cf. Chapitre 1 § 2.4).
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« écart »

a) Alignement multiple des séquences /

Seq 1 5 —>—al Cc - G A —— 3

Seq 2 5——T C A (o A—— 3

Seq 3 5—=—T G A G T—— 3

Seq 4 §5——T C A Cc =—— 3

Seq 5 §—— - Cc A Cc T —— 3
b) HMM sans « écart » (consensus) @

(Star)—tm, M, M, |——Ms|—End) [w] correspondance

c) Profile HMM

Correspondance

Insertion

Délétion

Figure 37 : Méthode de construction de profils HMMs (Hidden Markov Models).

a) Un alignement multiple de séquences est réalisé b) Le HMM sans « écarts » représente
la séquence consensus de l'alignement. c) Le profil HMM final permet I'incorporation
d’informations tels que des événements d’insertions et de délétions. Image adaptée de

Yoon (2009).
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Approche 2 : recherche de structures et de motifs de séquences d’ETs

Les outils de cette approche utilisent des méthodologies basées sur la recherche de
structures, motifs ou domaines protéiques spécifiques d’ETs. Ces outils permettent
d’améliorer la détection des séquences du type d’ETs dont ils sont spécialisés. Les outils
peuvent généralement détecter des familles d’ETs présents en peu de copies dans
I’assemblage du génome. Néanmoins, les outils de cette approche peuvent présenter des
limites lors de 1’étude d’organismes non-modeles. En effet, leurs critéres de recherche
s’appuient généralement sur la structure ou des motifs d’ETs qui ont été caractérisés chez
des organismes modeéles appartenant a un taxon en particulier. De méme, certains Ordres
d’ETs présentent des structures de séquences plus hétérogeénes et seront ainsi plus difficiles
a détecter (e.g. Helitron) (Bergman et Quesneville, 2007). Dans cette approche, les
programmes LTRharvest, MGEscan non-LTR, SINE-Finder, MITE-Hunter et Helsearch
ont été sélectionnés. Ils permettent d’améliorer la détection de séquences complétes de
LTR, LINE, SINE, MITE et Helitron dans I’assemblage du génome de I’organisme d’étude.
Tout comme les outils de 1’approche précédente, ils ne sont pas congus pour aboutir a la

découverte de nouveaux Ordres ou de nouvelles Superfamilles d’ETs.

Le programme LTRharvest (Ellinghaus et al., 2008) détecte des séquences d’ETs de
I’Ordre des LTR. Il identifie des paires de terminaisons LTRs pouvant appartenir & un
méme élément LTR (Figure 38). Il a été congu pour identifier des éléments portant deux
terminaisons LTRs et ne détecte pas les ETs ayant perdu une de leurs terminaisons. Il peut
identifier des séquences autonomes ou non-autonomes (TRIM et LARD) des différentes

Superfamilles de rétrotransposons LTR.

Ensuite, MGEScan-nonLTR (Rho et Tang, 2009) est utilisé pour la détection d’éléments
LINE. Cet outil recherche des domaines protéiques connus chez les LINE avec HMMER
ainsi que les régions de liaison de ces domaines. Il permet la détection de LINE complets,

mais également de LINE tronqués ayant perdu I’un de leurs domaines protéiques.

L’outil SINE-Finder (Wenke et al., 2011) permet la détection de séquences SINE. Ces ETs
sont difficiles a identifier en raison de leur petite taille et de leur structure complexe. Pour
cela, SINE-Finder recherche différents motifs et structures de séquences qui ont été

caractériseés chez des SINE provenant de génomes de plantes (Figure 39).
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Paire de terminaisons LTRs

TSD similaires et présentant des motifs palindromiques
rgs N
Terminaison LTR Terminaison LTR
5| | 3:

’

I
Longueur de Longueur entre les deux terminaisons LTRs
la terminaison LTR

< >

Elément LTR identifié

Figure 38 : Représentation schématique des parametres recherchés par LTRharvest.

L’outil cherche a identifier des paires de séquences terminales LTRs pouvant appartenir a
un rétrotransposon LTR. Divers filtres sont appliqués pour sélectionner une possible paire
de terminaisons LTRs : une taille (en pb) minimum et maximum, une distance (en pb)
minimum et maximum entre les deux LTRs, un pourcentage d’identité minimum entre les
deux terminaisons, l'identification de TSD et de motifs palindromiques. L'ET identifié
correspond a la séquence comprise allant d’une terminaison LTR a I'autre. Image adaptée

de Steinbiss et al. (2009).

Ecart de 25 4 50 Ecartde 204500 Queue poly
40 nucléotides  Motif nucleotides Motif nucléotides Aouautre 40 nucléotides
| « Boite A » | « Boite B » | | |
T : \ .

5 Regionavec ¥ pyTGG GTTCRA Poly A/T/n ) Région avec 3
TSD 1D

Elément SINE identifié

Figure 39 : Représentation des motifs et structures recherchés par SINE-Finder.

Une séquence sera détectée comme appartenant a un SINE si elle présente les
caractéristiques suivantes : un motif TSD situé au niveau d’une région 5’ de 40 nucléotides
suivi par un motif « RVTGG » caractéristique de la polymérase I’ARN polymérase lll, un
écart de 25 a 50 nucléotides, un motif « GTTCRA » caractéristique de I’ARN polymérase
I, un espace de 20 a 500 nucléotides, puis une extrémité poly-dA de six adénines et enfin

une région de 40 nucléotides présentant un motif TSD en 3’ de I'élément.
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Avec une stratégie similaire, le programme HelSearch (Yang et Bennetzen, 2009)
recherche des séquences d’Helitrons présents en plusieurs copies (minimum deux) dans le
génome de 1’organisme d’étude. Ces ETs sont particulierement difficiles a détecter en
raison de leurs structures nucléiques complexes et hétérogénes (Hoen et al., 2015). De
fagon similaire a I’outil SINE-Finder, HelSearch recherche différents motifs et structures

nucléiques spécifiques d’Helitron identifiés chez des plantes (Figure 40).

Enfin, le programme MITE-Hunter (Han et Wessler, 2010) est utilisé pour la détection de
MITE. Les MITE sont des éléments non-autonomes, difficiles a identifier en raison de leur
petite taille et de leurs séquences non codantes (Feschotte et Mouches, 2000). MITE-Hunter
recherche des séquences répétées qui présentent des structures similaires a des terminaisons
TIRs et des TSDs. Les séquences identifiées comme des MITE candidats sont ensuite
utilisées pour retrouver avec BLASTn des copies de ceux-ci dans le génome étudié.
L’ensemble des copies sont alors regroupées en fonction de leur degré de similarité. Pour
chaque groupe, un alignement multiple des séquences est réalisé, permettant la construction

d’une séquence consensus qui sert de référence.
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boucle

épingle a cheveux

CTRRt

PR S S

boucle 5-8 bp CTRR
épingle épingle
a cheveux a cheveux

Figure 40 : Représentation des motifs et structures recherchés par HelSearch.

Cet outil examine différentes structures connues de terminaisons 3’ d’Helitron identifiés
chez des plantes. Dans cette figure, des séquences nucléiques Helitrons sont alignées afin
de mettre en avant les motifs spécifiques recherchés par cet outil. HelSearch vise
I'identification de séquences présentant les structures suivantes : un motif « CTRRt », puis
un minimum de 6 paires de nucléotides en « épingle a cheveux » situées en amont. Il
cherche ensuite la présence d’'une boucle de 2 a 4 bp et enfin un espace de 5 a 8
nucléotides entre la séquence en « épingle a cheveux » et le « CTRRt ». Les séquences
candidates sont regroupées en fonction de leur structure « d’épingle a cheveux ». Image

adaptée de Yang et Bennetzen (2009).
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Approche 3 : recherche des séquences répétées présentent dans I’assemblage du

3

genome

Cette approche utilise une démarche de novo qui consiste a rechercher I’ensemble des
séquences répétées présentes dans un assemblage de génome. La détection de tous types
d’ETs, sans connaissance préalable de leur structure ou leur séquence, représente un atout
particulier pour I’étude des génomes d’espéces non-modeles comme T. lutea. En revanche,
les outils utilisés dans cette approche sont moins efficaces lors de 1’utilisation d’un
assemblage de génome fragmenté et peuvent ne pas détecter les familles d’ETs présentes
en peu de copies (Bergman et Quesneville, 2007; Reinar, 2016 mémoire de these). Enfin,
ces outils ne sont pas spécifiques a la détection d’ETs mais permettent la détention de tous
types de séquences répétées. Une étape de classification est donc nécessaire pour identifier
les séquences d’ETs détectées. Pour cette approche, les programmes RepeatScout et

TEdenovo ont été sélectionnés.

Le programme RepeatScout recherche des régions nucléiques répétées dans I’assemblage
d’un génome. En premier lieu, cet outil utilise une stratégie d’identification de séquences
répétées dites de «k-mer », c’est a dire qu’il recherche les motifs répétés de taille k
nucléotides et compte leur abondance dans 1’assemblage du génome (par exemple pour
toutes les séquences répétées de taille k=10). Aprés identification de ces séquences, il
cherche a les « étendre » et a obtenir de plus longues séquences consensus. Une illustration

de la méthodologie de RepeatScout est proposée en Figure 41.

Le pipeline TEdenovo (Flutre et al., 2012) permet aussi I’identification des ETs a travers
la recherche des séquences nucléiques répétées. Pour cela, TEdenovo découpe
I’assemblage du génome en fragments chevauchants. Puis, il compare ces fragments entre
eux avec I’outil BLASTER (Quesneville et al., 2003) et cherche a identifier des paires de
séquences similaires correspondant a des séquences repétées du génome. Les séquences
répétées sont ensuite regroupées par 1’utilisation de trois outils différents : GROUPER
(Quesneville et al., 2003), RECON (Bao et Eddy, 2002) et PILER (Edgar et Myers, 2005).
Chaque groupe obtenu est ainsi constitué de plusieurs séquences similaires. Un alignement
multiple des séquences est réalisé pour chaque groupe, permettant ensuite la construction
d’une séquence consensus. Ces séquences consensus sont ainsi représentatives de

séquences répétees du genome et donc potentiellement de familles d’ETs.

120



Chapitre 1

a) k-mer (k=10) b)
. 10-mer__
10-mer abondance i i
CAACGTCTGC 5 - i :
TTGGCTTCAA 3
GGCCTTACGC 10 _—

Consensus final :
TACCGTTACTC 15 [ — ]

Figure 41 : lllustration de la méthodologie de RepeatScout.

RepeatScout utilise une stratégie d’identification de séquences répétées dites de « k-
mer », c’est-a-dire qu’il recherche les motifs répétés de taille k nucléotides et compte leur
abondance dans I'assemblage du génome. a) Dans cet exemple RepeatScout recherche et
liste 'abondance des k-mer de taille 10 nucléotides (10-mer) dans I'assemblage du
génome de l'organisme d’étude. b) les régions nucléiques contenant les 10-mer sont
alignées et les 10-mer d’intérét sont « étirés » nucléotide par nucléotide. Si une séquence
de I'alignement est trop divergente (soulignée en rouge), elle n’est plus utilisée dans la
suite de « I’étirement » du consensus. La séquence consensus cesse d’étre « étirée »
lorsque la majorité des séquences ne s’aligne plus. Image adaptée de la présentation de

A. Price et al. (2005) bix.ucsd.edu/repeatscout/repeatscout-ismb.ppt
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Approche 4 : construction des séquences répétées du génome a partir de données de

séquencage brutes

Cette approche est basée sur la détection d’ETs chez une espece, en utilisant des données
de séquencage non assemblées afin de construire les séquences répétées preésentent dans
son génome. Les outils de cette approche sont donc trés pertinents pour la détection des
ETs chez les organismes non-modeéles car ils permettent de s’affranchir de la qualité de
I’assemblage. En revanche, bien que de tels outils réalisent la détection de novo de tous
types d’ETs, ils ne permettent généralement pas la construction pleine longueur de leurs
séquences (Chu et al., 2016). De plus, ces outils ne sont pas spécifiques a la construction
des ETs, mais de tout type de séquences répétées. Comme pour 1’approche précédente, une
étape de classification est donc nécessaire pour identifier les séquences d’ETs détectées.
Les outils RepeatExplorer (Novak et al., 2013), RepArk (Koch et al., 2014) et dnaPipeTE
(Goubert et al., 2015) ont été sélectionnés pour cette approche.

L’outil RepeatExplorer permet la détection d’ETs a travers la construction de séquences
répétées, a partir de données short reads. Dans un premier temps, cet outil réalise une
comparaison par paires de celles-ci afin d’identifier celles qui sont Similaires et
chevauchantes. Cette information permet la construction d’un graphique composé de short
reads chevauchantes, qui sont théoriqguement issues de régions répétées du génome
(Figure 42). Ce graphique est ensuite partitionné en groupes de short reads qui possédent
un plus fort degré de similarité entre elles, plutét qu’avec le reste des short reads du
graphique (Novak et al., 2013). Les short reads de chaque groupe sont alors assemblées

pour construire une séquence répétée du génome qui peut correspondre a un ET.

L’outil dnaPipeTE reconstruit aussi les s€quences répétées du génome d’¢tude a I’aide de
données short reads. Il effectue un échantillonnage aléatoire des séquences short reads
disponibles. L'assemblage des short reads est ensuite réalisé par au moins deux itérations
de I’outil d’assemblage Trinity (Haas et al., 2013). Pour chaque itération, les short reads
précédemment assemblées sont ajoutées a I'échantillonnage suivant afin d’améliorer
I'assemblage des séquences répétées. Au final, les séquences reconstruites peuvent

correspondre a des ETs.
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Figure 42 : Illustration de la méthodologie de RepeatExplorer.

a) RepeatExplorer utilise des données de séquencage short reads. b) Une comparaison par
paires des short reads permet ensuite la construction d’un graphique de short reads
chevauchantes. Lors de la construction du graphique, les shorts reads qui correspondent
a des séquences non-répétées du génome donneront des noeuds isolés. En revanche, les
séquences répétées formeront des groupes de nceuds connectés. c) Ce graphique est
ensuite partitionné en groupes de short reads, en fonction de leur degré de similarité
(Novak et al., 2010). Pour chaque groupe, les short reads sont assemblées pour

reconstruire une séquence répétée. Image adaptée de repeatexplorer.org/wp-

content/uploads/Macas_repeat_identification_2017.pdf
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Enfin, le programme RepARK vise également la construction des séquences répétées d’un
génome a partir de données short reads. Pour cela, RepARK vise a identifier les séquences
répétées dites de « k-mer » dans les short reads (Figure 43). Les k-mer les plus abondantes
sont ensuite isolées et assemblées afin de construire les séquences répétées (Zerbino, 2010).

Les séquences construites peuvent ainsi correspondre a des ETSs.
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répétées Non-répétées
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Figure 43 : Représentation schématique de la méthodologie de RepARK.

a) Les séquences répétées en k-mer sont recherchées dans les short reads. b) Les k-mer

les plus abondants sont ensuite isolés. c) Finalement RepARK cherche a reconstruire les

séquences répétées du génome a I'aide de |'outil d’assemblage Velvet (Zerbino, 2010).

Image adaptée de Koch et al. (2014).
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Ces différents outils ont été utilisés avec des données génomiques de T. lutea (génome
assemblé ou short reads). Au final, ils ont permis de détecter 514 337 sequences pouvant
correspondre a des ETs (Tableau 4). Différents filtres ont été appliqués afin d’en diminuer

le nombre.

Tableau 4 : Nombre de séquences potentielles d’ETs détectées par les outils, sans et

avec filtres.

Une « * » indique que le filtre considéré n’a pas été appliqué pour ces données.

Nombre séquences détectées
Outils :
Sans filtre Filtre « >500 » Filtre « CDHIT-est »
RepeatMasker 19 207 365 259
TE-HMMER 9727 9540 288
LTRharvest 1503 1503* 1454
MGEScan-nonLTR 11 11* 8
SINE-Finder 10 10* 10*
MITE-Hunter 25 25% 25%*
Helsearch 1407 1407* 919
RepeatScout 4126 4126* 2540
TEdenovo 5936 5936* 5483
RepeatExplorer 416 448 12 416 12 209
RepArk 41220 1965 1138
dnaPipeTEs 14717 2206 2143
Total : 514 337 39510 26476
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2.3. Réduction du nombre de sequences détéctées

Les sequences identifiées dans les données génomiques de T. lutea sont majoritairement de
taille inférieure a 500 pb ce qui est trop faible pour constituer des ETs autonomes complets.
Ainsi, un filtre de taille (supérieur a 500 pb) a été appliqué pour les séquences détectées par
les outils des approches 1 et 4 (Tableau 4). Ensuite, les séquences restantes pour ces deux
approches et celles détectées par les outils des approches 2 et 3 ont été regroupées. Toutes
ces séquences ont ensuite été soumises a I’outil CD-HIT-est (Li et al., 2001) afin de retirer
les séquences redondantes de petite taille et de ne garder que des séquences uniques de plus
grande taille (Figure 44). Au final, 26 476 séquences ont été soumises & une etape de
classification automatique. Seule exception, les séquences détectées par les logiciels MITE-
Hunter et SINE-Finder n’ont pas été soumises a ces filtres car les ETs que ces outils
détectent peuvent étre de taille inférieure a 500 pb et ont donc été directement conservés

pour I’étape de classification (35 séquences).

2.4. Classification des séquences detectées

L’¢étape de classification permet de reconnaitre et de classer les séquences potentielles
d’ETs qui ont été détectées lors de la premiere étape de PiRATE. Pour rappel, la
classification des ETs fait encore 1’objet de vifs débats parmi la communauté scientifique.
Les deux principales classifications en concurrence sont celles proposées par Wicker et
collaborateurs en 2007 (Wicker et al., 2007) et celles des créateurs de la base de données
Repbase (Kapitonov et Jurka, 2008). Dans cette thése, la classification de Wicker et al.
(2007) a été choisie. Elle classe les ETs en Classes, Sous-classes, Ordres, Superfamilles et
familles. Le programme PASTEC (Pseudo Agent System for Transposables Elements
Classification, Hoede et al. 2014) permet de classer automatiquement les séquences d’ETs,

en prenant en compte la classification de Wicker et al. (2007).
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| Séquence référente (R)
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Figure 44 : Représentation schématique des parametres de CD-HIT-est.

Dans PIiRATE, le parameétre Sa/S est égal a 1 et le pourcentage d’identité est égal a 100%.

Image adaptée de bioinformatics.org/cd-hit/cd-hit-user-guide.pdf.
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Présentation de I’outil PASTEC

Le programme PASTEC a pour objectifs 1) de prédire automatiquement si les séquences
détectées et filtrées lors de la premiére étape de PIRATE correspondent & des ETs ; 2) de
tenter de les assigner a une Classe et un Ordre (Hoede et al., 2014). Pour cela, 1’outil
recherche des caractéristiques structurelles : la longueur de la séquence, la présence de
terminaisons LTRs ou TIRs, la présence de répétitions de séquences simples, 1’existence
d’une queue poly-dA et d’un éventuel cadre de lecture (Hoede et al., 2014). PASTEC utilise
les programmes BLASTx et tBLASTx pour détecter des similitudes avec les séquences
nucléotidiques ou de protéines d’ETs référents et répertoriées dans leurs banques de
données respectives. Pour cela, des banques de données standards sont disponibles sur
Repbase pour PASTEC. L’outil HMMER est utilisé pour détecter des domaines protéiques

a partir d’une banque de données de profils HMMs. Une banque de données standard est

distribuée par les concepteurs de cet outil (urgi.versailles.inra.fr/Tools/PASTECIassifier).

Concernant le pipeline d’analyse PiIRATE, les banques de données utilisées par PASTEC
ont ét¢ améliorées pour 1’analyse des génomes de microalgues (cf. Chapitre 1 § 2.4).
PASTEC analyse chaque séquence en testant toutes les classifications possibles des ETs et
chaque possibilité de classification se voit attribuer un score en fonction des évidences
identifiées (Hoede et al., 2014). Ainsi, il détermine si la séquence étudiée correspond a une
séquence d’ETs, avant de lui attribuer une Classe et un Ordre (Hoede et al., 2014).

Amélioration de I’étape de classification

Afin de recenser les séquences des différentes familles d’ETs présentes dans les génomes
des organismes eucaryotes et procaryotes, des banques de données spécifiques a ces
éléments ont été créées et sont disponibles. En effet, certaines banques de données sont
spécialisées pour un type d’élément particulier chez un organisme précis. Pour exemple, la
base de données « Human Endogenous Retrovirus Database » (https://herv.img.cas.cz/) est
specialisée dans le recensement de rétrovirus identifiés dans le génome humain. D’autres
bases de données sont davantage spécialisées dans le recensement de tous les types d’ETs.
Par exemple « IS-finder », est spécialiseé dans le recensement des différents groupes d’IS
présents chez les procaryotes (isfinder.biotoul.fr/). La base de données Repbase

(girinst.org/repbase/) est spécialisée dans I’inventaire des séquences répétées chez les
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eucaryotes et en particulier les ETs. Cette derniere représente la base de donnees la plus
compléte et la plus utilisée pour des analyses de bio-informatique chez les génomes
d’eucaryotes. Comme indiqué précédemment, les banques de données (nucléiques et
protéiques) que Repbase distribue sont notamment utilisées par 1’outil PASTEC et celles-

ci ont ainsi été utilisées par PIRATE.

Etant donné que Repbase n’utilise pas la méme classification d’ETs que le programme
PASTEC, une version spécialement dédiée a cet outil et utilisant la classification de Wicker
est disponible. Ces banques de données souffrent néanmoins de 1’absence de données
relatives a certains taxons, et notamment de données propres aux microalgues. Par exemple,
chez les Haptophytes, seules 17 séquences d’ETs étaient recensées lors de cette thése. Afin
de diminuer la difficulté de classification liée a ce manque d’information, une recherche de
séquences d’ETs de microalgues, non-référencées dans Repbase, a été effectuée. Les
séguences correspondantes ont été majoritairement retrouvées dans la base de données
NCBI. D’autres séquences provenant de banques de données I1Sfinder (isfinder.biotoul.fr/),
SINEDbases (sines.eimb.ru/) et Plant-MITE-databases (pmite.hzau.edu.cn/mite_more/) ont
¢galement été récupérées. L’ensemble des séquences récupérées a ensuite été ajouté a la
bangue de données de PIRATE. Ensuite, pour améliorer la reconnaissance des domaines
protéiques d’ETs avec HMMER (utilisé par PASTEC), de nouveaux profils HMMs ont été
créés. Pour la création de ces profils, 1'utilisation de séquences d’ETs de microalgues ou

d’organismes phylogénétiquement proches aux Haptophytes a été favorisee.

2.5. Creéation des librairies de séquences d’ETs réferents

PASTEC a permis d’apporter une classification automatique des séquences détectées.
L’objectif suivant a été de créer trois librairies de séquences d’ETs, qui seront utilisées pour
I’annotation du génome de T. lutea. Ces trois librairies ont été construites selon I’idée de
« poupées russes » (Figure 45). Les trois librairies sont les suivantes : une librairie
contenant des séquences d’ETs potentiellement autonomes, une librairie contenant des
séquences d’ETs potentiellement autonomes et non-autonomes et une librairie contenant
I’ensemble des éléments répétés détectés (Figure 45). Les critéres utilisés pour sélectionner

les sequences référentes qui constituent ces librairies sont décrits ci-apres.
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Librairies : Séquences :

ﬂnts répétées . ETs potentiellement autonomes

+ ETs non-autonomes + éléments
répétés non caractérisées

ETs potentiellement autonomes

+ non-autonomes

potentiellement

ETs potentiellement autonomes

Figure 45 : Représentation schématique de la méthode de construction des trois

librairies en « poupées russes ».

Les trois librairies sont les suivantes : une « librairie d’ETs potentiellement autonomes »,

une « librairie d’ETs totaux » et une « librairie des éléments répétés ».
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Les séquences qui ont été classées par PASTEC comme appartenant a un Ordre d’ETs
potentiellement autonomes (e.g. LTR, TIR) ont été manuellement sélectionneées et classees
en Superfamilles, puis regroupées en familles. Afin de classer manuellement les séquences
en Superfamilles, les résultats des requétes des outils BLASTX, tBLASTx et HMMER,
utilise par PASTEC pour prédire la classifiaction ont été analysés manuellements. Les
séquences classées en Superfamilles ont ensuite été regroupées de facon automatique en
familles en utilisant I’outil MCL. Cette approche a été préconisée par Hoede et al. (2014).
Les familles constituées ont ensuite été manuellement affinées a 1’aide de 1’outil BLASTn
(avec un minimum de 80% de similarité). L’utilisation de I’outil BLASTn permet de
comparer entre elles les différentes séquences d’une méme Superfamille pour s’assurer que
la formation des familles est correcte et respecte la regle 80-80-80 de Wicker et al. (2007).
Pour chaque famille, les séquences les plus complétes ont été sélectionnées comme
séquences référentes pour former une premiére librairie nommée « librairic d’ETs

potentiellement autonomes » (Figure 45).

Les séquences classées comme MITE, LARD, TRIM et SINE n’ont pas été vérifiées
manuellement et ont été ajoutées dans la « librairie des ETs totaux » (Figure 45).
Concernant les séquences classees comme LARD, seules les séquences provenant des
outils TEdenovo et RepeatScout ont été sélectionnées. En effet, ces outils permettent de ne
garder que des séquences répétées dans le génome, diminuant ainsi la présence de faux
positifs. Enfin, les séquences classées comme noCAT par les outils TEdenovo et
RepeatScout ont été ajoutées dans la librairie nommeée « librairie des éléments répétés »
(Figure 45). Ces séquences noCAT sont des séquences présentes en plusieurs copies,
pouvant correspondre a des ETs mais dont PASTEC n’a pu assigner ni Classe, ni Ordre.
Elles peuvent ainsi potentiellement étre des ETs non identifiés ou correspondre a d’autres

types de séquences répétees.
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2.6. Annotation des ETs de T. lutea

L’annotation des ETs permet de cartographier la position des différentes copies de ces

éléments dans le génome hote.

L’¢étape d’annotation a été réalisée avec 1’outil TEannot qui est intégré dans le package
REPET (Quesneville et al., 2005). Le pipeline TEannot est divisé en six étapes decrites ci-
apres : 1) fragmentation de 1’ensemble des contigs du génome en plusieurs séquences
chevauchantes ; 2) alignement des séquences d’ETs présentes dans la librairie sur le
génome fragmenté, via |’utilisation indépendante des logiciels BLASTER, RepeatMasker
et CENSOR ; 3) les annotations obtenues par les trois logiciels précédents sont filtrées et
combinées. Dans cette étape, les annotations chevauchantes sont éliminées et des
connections entre séquences annotées sont réalisées avec la procédure « de
rassemblement des séquences éloignées » (long-join procedure) ; 4) annotation des
séquences séquences simples répétées du génome a 1’aide des outils TRF, Mreps et
RepeatMasker (Smit et al., 1996.; Benson, 1999; Kolpakov, 2003); 5) comparaison de
I’annotation des ETs avec celle des séquences simples répétées afin d’enlever ces derniéres
de I’annotation des ETs; 6) élimination des doublons d’annotation des ETs et ré-
aboutement des ségquences annotées via le processus de « rassemblement des séquences
éloignées ». Ce dernier processus, permet de connecter deux régions de la méme copie d’un
ET qui ont été séparées par une large insertion, affinant ainsi I’annotation (Flutre et al.,

2012).

Pour réaliser I’annotation des ETs de T. lutea, les trois librairies construites précédemment
(Figure 45), ont été utilisées séparément, afin d’obtenir trois annotations indépendantes du
génome : une annotation des ETs potentiellement autonomes, une annotation de 1I’ensemble

des ETs et une annotation de 1I’ensemble des séquences répétées.
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La réalisation de ces trois annotations indépendantes permet de limiter les problemes de
compétition de séquences référentes qui peuvent s’aligner sur une méme région du génome.
En effet, lorsque deux séquences référentes peuvent annoter une méme région, TEannot
¢limine les doublons d’annotation. Ceci est adéquat lorsque deux séquences référentes de
la méme famille d’ETs sont en « compétition », mais peut faire perdre des informations
importantes lorsque deux séquences de niveau de classifications différentes sont situées

dans la méme région (e.g. séquence TIR vs séquence noCat).

TEannot est un outil efficace qui permet de combiner plusieurs méthodes d’annotation. En
revanche, comme pour la plupart des outils d’annotation, le pourcentage de faux positifs
est difficile a évaluer. TEannot détecte de nombreuses séquences tres divergentes vis-a-vis
des sequences référentes, aussi bien au niveau de leur similarité (min 60%) que de leur
taille (min 200 pb). Afin de prévenir la présence de faux positifs, des filtres relatifs aux
pourcentages d’identité et a la taille des séquences ont été appliqués lors de 1’annotation

des ETs de T. lutea (cf. Chapitre 1 § 4).
Un tableau récapitulatif des outils séléctionnés pour PIRATE est présenté en Annexe 2.

L’utilisation de PIRATE nous a permis d’estimer que 38,6 % du génome de T. lutea est
constitué d’éléments répétés. Parmi ces éléments répétés, 20,8 % correspondent a des ETs
et 3,8 % sont assignés a des ETs potentiellement autonomes. Ces résultats sont présentés

plus en détail dans la publication relative a cette étude (cf. Chapitre 1 § 4).

3. Activité des ETs autonomes chez T. lutea

A I’image des genes, les ETs autonomes peuvent étre transcrits en ARNm via la machinerie
cellulaire, témoignant ainsi de leur activite propre. Pour étudier ’activité des ETs
autonomes de T. lutea, le laboratoire disposait de données transcriptomiques short reads.
Celles-ci étaient produites par la technologie Illumina (short reads) sur des échantillons
cellulaires obtenus en condition de limitation en azote (Carrier et al., 2014; Thiriet-Rupert

et al., 2018). Ces short reads ont été alignées avec 1’outil bwa sur le nouvel assemblage du
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génome de T. lutea pour identifier les régions transcrites du génome dans ces conditions de

culture.

Parmi les 572 séquences d’ETs potenticllement autonomes et annotés (Chapitre 1 § 4) des
transcrits ont été identifiés pour 17 familles d’ETs : une famille LTR Copia, quatre familles
TIR Mariner, quatre familles TIR Harbinger et huit familles TIR hAT. Les seéquences
référentes propres a ces 17 familles ont ensuite fait 1’objet d’une requéte par BLASTX
contre un protéome de T. lutea obtenu précédemment en condition de limitation azotée
(Garnier et al., 2014; Thiriet-Rupert et al., 2016). Cette recherche a permis de mettre en
¢vidence la présence d’une protéine de type transposase, respectivement pour une famille
de TIR hAT et pour une famille de Mariner. Cette famille TIR hAT a été nommée Ace et
est composée de 3 copies potentiellement autonomes dans le génome qui partagent une
similarité de 99% d’identité. Concernant la famille TIR Mariner, celle-ci a été nommée
Luffy et est formée par 20 copies potentiellement autonomes dans le génome. Ces copies
présentent une similarité moyenne de 99% d’identité. De maniére intéressante, ces deux
familles font partie des trois transcrits les plus abondants en conditions de limitation azotée.
L’expression et la syntheése des protéines de ces deux familles d’ETs indiquent ainsi une
forte probabilité de mobilité de ces éléments autonomes et/ou pour des séquences MITE
associées. Par conséquent, les éléments Ace et Luffy constituent des candidats trés

intéressants, pouvant participer a I’évolution du génome de T. lutea.

4. A transposable element annotation pipeline and
expression analysis reveal potentially active elements in the

microalga T. lutea
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Background

Transposable Elements (TEs) are defined as DNA se-
quences able to move and spread within eukaryotic and
prokaryotic genomes. These repeated elements consti-
tute a variable fraction of eukaryotic genomes, ranging
from 3% in the yeast Saccharomyces cerevisiae, 45% in
human, to 80% in maize [1-3]. TEs were discovered by
Barbara McClintock in the late 1940s, refuting the idea
that genomes are stable but are, on the contrary, dy-
namic entities [4]. TEs are highly diverse and an unified
classification system for eukaryotic TEs has been pro-
posed, establishing two TE classes according to their
transposition mechanisms, structures and similarities
[5]. Class I (Retrotransposons) groups elements moving
by a copy-paste mechanism through an RNA that is re-
versed transcribed. Class I is composed of several TE or-
ders, named LTR, DIRS, PLE, LINE and SINE. Class II
(DNA transposons) is composed of TEs using different
cut-paste mechanisms to transpose. These elements are
grouped into the orders TIR, Crypton, Helitron and
Maverick. Although intact retrotransposons and DNA
transposons are autonomous elements that can move by
themselves, SINE elements are non-autonomous TEs
and rely on LINE for their mobility, even though their
origin is distinct. Other non-autonomous elements can
also be distinguished. LTR elements can degenerate into
non-coding structures known as LARD (>4 kbp) or
TRIM (<4 kbp), and TIR elements can also degenerate
into non-coding structures known as MITE. LARD,
TRIM and MITE elements have intact termini and can
thus move by exploiting the molecular machinery of re-
lated autonomous TEs [6]. Genomes also contain highly
diverged TE fossils, accumulated over time and having
no mobility capacity. Due to their mobility, TEs generate
mutations in their host genome through new insertions/
deletions and participate in genome evolution by
impacting the DNA sequence, genome size [7, 8] and
chromosome structure [9]. TE activity is known to be
triggered during stressful events and, while the majority
of transpositions are neutral or harmful to the organ-
isms, transposition events are recognized to promote
beneficial mutations [10]. New TE insertions can impact
gene function and gene regulation [11]. They can also
create new genes and participate in the rise of new phe-
notypes. The role of TEs has been widely studied in ani-
mals [12], land plants [13] and insects [14, 15], but work
on their impact on microalgal genomes is only just be-
ginning [16—19]. Microalgae form a diverse polyphyletic
group composed of eukaryotic, unicellular and multicel-
lular, photosynthetic organisms [20]. They live in all
aquatic habitats whether these have fresh, brackish or
salt water and have colonized different extreme habitats,
ranging from hot springs, high altitude streams, ice
sheets and desert sand crusts, highlighting their

Page 2 of 14

evolutionary ability to adapt to broad range of ecosys-
tems [21-25]. Currently around 150,000 species of algae
have been described (http://www.algaebase.org), but the
number of non-described species is likely to number
hundreds of thousands or millions of species [26]. They
are divided among different eukaryotic phyla, in Archae-
plastidia (green and red lineage), Rhizaria, Alveolates,
Stramenopiles (brown lineage), Cryptophytes, Hapto-
phytes and Excavates [27]. Despite their high number
and diversity, few genome-wide TE annotations have
been performed for microalgae. For the green lineage,
this task was realized for ten Chlorophyte species [28—
37]. For the red lineage, TE annotation was only done
for the Rhodophyte Cyanidioschyzon sp. [38]. TEs were
annotated in three diatom genomes (brown lineage) [18,
39-41] and also in five dinoflagellate species [42—-46]. In
Haptophytes, TE annotation has only been performed
for one species [47]. These studies reveal that the TE
content of microalgae genomes is diverse and includes
both retrotransposons and DNA transposons.

Concerning TE activity in microalgae, a few studies
have reported evidence of expression or transposition
events. Expression of two LTR/Copia families was identi-
fied under nitrate starvation or exposure to diatom-
derived reactive aldehydes in the diatom species Thalas-
siosira pseudonana and Phaeodactylum tricornutum
[18]. Moreover, expression of LTR/Copia or TIR/Mari-
ner elements was also reported under thermal stress in
P. tricornutum, Amphora acutiuscula, Amphora coffeae-
formis and Symbiodinium microadriaticum [16, 48-50].
Evidence of transposition events was only identified for
a MITE element in a clone of Chlamydomonas reinhard-
tii in the presence of vitamin Bj,, resulting in a new
phenotype [17].

Concerning TE activity in Haptophytes, we previously
compared genetic polymorphisms between genomes of
several strains of Tisochrysis lutea [51]. We identified
new insertions/deletions and suggested the implication
of autonomous TEs in the genome evolution of this spe-
cies. In this context, the goal of the present study was to
inventory TEs in the T. lutea genome and to identify po-
tentially autonomous TEs. This marine microalga is
commonly used as a feed in aquaculture [52] and is par-
ticularly studied for biotechnological applications such
as food and biofuel production [53, 54]. In addition, sev-
eral domesticated strains of 7. [utea have been obtained
with different processes [55] and a large amount of
omics data has been collected [51, 56—60].

In this study, we present a detailed TE annotation of
the T. lutea genome. To achieve this, we designed a new
pipeline named PiRATE (Pipeline to Retrieve and Anno-
tate Transposable Elements). The efficiency of the detec-
tion and classification steps of PIRATE was evaluated
with data of the model species Arabidopsis thaliana.
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Moreover, to be as exhaustive as possible about the re-
peated content of T. lutea, a new genome assembly was
performed by combining Pacific Bioscience and Illumina
data. Finally, available transcriptomic and proteomic
data were used to reveal potential active TE families.

Results

PiRATE: Pipeline to Retrieve and Annotate Transposable
Elements of non-model organisms

The goal of the present study was to inventory the TE
content of the T. lutea genome and study the activity of
potentially autonomous TEs. Annotation of TEs is a
challenging task because of their diversity, their repeti-
tive nature and the complexity of their structures (i.e.
GC-rich regions, homopolymers and repeated motifs).
Numerous tools have been designed to identify TEs
(Additional file 1: Table S1), which can be grouped into
four approaches according to their TE detection method:
(1) similarity-based detection such as RepeatMasker
[61], (2) structure-based detection such as MITE-Hunter
[62], (3) repetitiveness-based detection such as
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RepeatScout [63], and (4) tools building repeated ele-
ments from unassembled data such as dnaPipeTE [64].
Currently, the tool used most frequently to perform a
TE annotation is RepeatMasker, which provides a rough
estimation of the TE content in a genome assembly [61,
65]. However, this tool compares the genomic sequences
with a databank of known TEs to realize the annotation
and is therefore not suitable for realizing a de novo TE
annotation [65-67]. To perform a de novo TE annota-
tion, pipelines employing repetitiveness-based methods
of detection, such as RepeatModeler and REPET, are
commonly recommended [66—69]. Here we built PiR-
ATE (Fig. 1) to conduct a de novo TE annotation in the
genome of non-model species T. lutea. PIRATE is com-
posed of detection, classification and annotation steps.

Detection of TEs

To date, genome assembly of non-model organisms has
usually not been performed at the level of complete
chromosomes but is instead highly fragmented. This
fragmentation is recognized to be partly the result of a
bad assembly of the TE copies due to their high
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Fig. 1 Overview of the PIRATE pipeline. Step 0: genome assembly and raw lllumina data are used as input data. Step 1: The detection of putative
TEs and repeated sequences is performed using 12 tools, combining four detection approaches. Detected sequences from approaches 1 and 4
are filtered according to their length (minimum 500 bp). Detected sequences from the tools MITE-Hunter and SINE-Finder are directly saved as
non-autonomous TEs. Other detected sequences are clustered with CD-HIT-est to reduce redundancy. Step 2: Putative TE sequences are automat-
ically classified with PASTEC as potentially autonomous TEs, non-autonomous TEs or uncategorized sequences. The potentially autonomous TEs
are manually checked and grouped into TE families. Step 3: Three libraries are manually constructed with a “Russian doll” strategy: 1) a “potentially
autonomous TEs library”, a “total TEs library” and a “repeated elements library”. A double-run of TEannot is carried out for each library to select
sequences that align with a full-length (FLC) on the genome assembly and finally obtain three independent annotations
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repetitive content, which increases the difficulty of their
detection [70]. The optimization of the detection step of
PiRATE was therefore a priority. We made an overview
of tools related to TE detection (Additional file 1: Table
S1) and 12 tools were selected according to the specifi-
city and efficiency of their algorithms. These tools repre-
sent the four major TE detection approaches (presented
above), so as to be as exhaustive as possible. Combining
tools is recognised to improve TE detection efficiency
[66, 67, 71]. We then applied a clustering method to de-
crease the redundancy of the detected sequences, by
selecting the larger detected sequences of each cluster.
The goal of this step was to promote the detection of
full-length TE sequences. The detection of complete TE
sequences bearing recognizable conserved domains or
specific structures and motifs makes the classification
step easier. Moreover, a complete TE sequence indicates
a potentially autonomous element.

Classification of TEs

The classification step of PiRATE is performed by PAS-
TEC [72], which partly uses databanks of known TEs to
establish an automated classification of the detected se-
quences. To improve the classification step of PiRATE,
its default databanks were upgraded, by adding 1240 TE
sequences from other public databanks, non-inventoried
algal TEs and by building 78 new profile HMMs (Hid-
den Markov Model). Adding non-inventoried data is im-
portant for improving the TE classification of species
belonging to poorly studied phyla, which often have few
described TEs in the databanks. This is common for nu-
merous microalgal phyla (i.e. Haptophyta, Euglenophyta
and Dynophyta). In our case, only 17 TE families be-
longing to the Haptophyte phylum are present in the
most frequently used and complete TE databank
Repbase [73, 74]. We also estimated that only 2609 TE
families are described for microalgal taxa in Repbase.
Compared with other taxa, this number is very low, for
examples 29,503 TE families are described for Metazoa
and 12,620 for Viridiplantae (Repbase, 10/29/2017). The
putative TE sequences are classified following the
Wicker et al. classification [5] and can be grouped as 1)
potentially autonomous TEs, 2) non-autonomous TEs or
3) uncategorized sequences. Because we were interested
in potentially autonomous TEs, these sequences were
manually checked and grouped into families.

Annotation of TEs

For the annotation step, we built three libraries in order
to then apply a method that we named “Russian doll”,
due to its nesting strategy (Additional file 1: Figure S1).
We built a “potentially autonomous TEs library” con-
taining checked potentially autonomous TEs, a “total
TEs library” also containing the non-autonomous TEs,
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and a “repeated elements library” also containing the
uncategorized repeated sequences. These nested libraries
made it possible to perform several independent annota-
tions in order to avoid a competition effect among se-
quences aligning on the same genomic regions.

Evaluation of PiRATE with A. thaliana genomic data
Evaluation of the detection step

The detection and classification steps of PIRATE were
evaluated to highlight their strengths and weaknesses.
This evaluation made it possible to define suitable rules
for the manual check step. As a control, we used 359
consensus sequences of the described TE families of A.
thaliana, available in Repbase. Genomic data of the
model plant A. thaliana provided a suitable control be-
cause of its high quality genome assembly and high TE
diversity. Class I and Class II A. thaliana TE families are
well described for both autonomous and non-
autonomous TEs. Detected sequences covering less than
40% of the full-length of a consensus sequence were
considered too short to be efficiently classified and were
not taken into account. The proportion of TE families
detected with a complete length (coverage score > 70%)
or detected with at least a partial length (coverage
score > 40%) is given in Fig. 2a. PIRATE detected ~ 81%
(292/359) of the TE families described in A. thaliana
genome (Fig. 2a). PIRATE was especially effective for de-
tecting sequences belonging to LTR (96%), LINE (79%),
non-autonomous TIR (81%) and non-autonomous Heli-
tron (94%) (Fig. 2a). It had a good efficiency for detect-
ing TIR (62%) and Helitron (60%). However, it had
difficulty detecting SINE elements (27%) (Fig. 2a). In
addition, we compared the detection step of PiRATE to
TEdenovo [68], LTRharvest [75], RepeatScout [63],
RepeatMasker [61], dnaPipeTE [64], RepeatExplorer [76]
and RepARK [77] (Fig. 2b). Overall, the detection step of
PiRATE detected the highest percentage of TE families
of A. thaliana. Compared to TEdenovo, which displayed
the second highest percentage of detected TE families,
PiRATE detected 21 additional TE families (+ 6%) (Fig.
2b and Additional file 1: Figure S2). PIRATE was par-
ticularly more effective for detecting LINE (+ 32%) and
TIR (+ 10%) (Additional file 1: Figure S2).

Evaluation of the classification step

To evaluate the classification step of PiRATE, we used
the 292 sequences detected by PIRATE during the evalu-
ation of the detection step, which represent the largest
detected sequences of the 292 TE families of A. thaliana.
These 292 sequences were classified with PASTEC using
the PiRATE databanks (excluding data from Arabidopsis
species). To estimate the classification efficiency, we
counted the number of detected TEs with correct classi-
fication at the order level and the number of sequences
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that had an incorrect classification or that were uncate-
gorized. We observed that 75% (218/292) of the detected
TEs were correctly classified, 7% (21/292) were incor-
rectly classified and 18% (53/292) were uncategorized.
The classification step of PIRATE was therefore efficient
at correctly classifying autonomous TEs belonging to
LTR (98%), LINE (87%), TIR (91%) and Helitron (100%)
but had difficulty correctly classifying SINE (50%), non-
autonomous TIR (27%) and non-autonomous Helitron
(7%) (Additional file 1: Figure S3). Taking into account
all of the above results, PIRATE is efficient enough to
detect and correctly classify the majority of the autono-
mous TE families.

A new genome assembly of T. lutea to improve the TE
annotation

We recently published a draft genome assembly of T.
lutea obtained with Illumina short-read technology [51].
To obtain an improved genome assembly, the genome of
T. lutea was re-sequenced with Pacific Bioscience long-
read technology. A new genome assembly was

performed from the long reads and was improved with
the Illumina short-read data, used to build the draft gen-
ome assembly [51]. The new genome assembly of T.
lutea is composed of 193 contigs and is 82 Mb in size. A
gain of around 30 Mb was obtained (+ 34%), compared
with the previous 54 Mb genome assembly, which was
composed of 7659 contigs [51]. The size of the coding
regions increased slightly between these genome ver-
sions. While the new genome assembly encodes for
15,972 genes, corresponding to a coding region length of
32 Mb, the gene proportion of the previous draft gen-
ome version was 25 Mb, suggesting that the new assem-
bled regions are mostly repeated elements. This new
larger version of the genome seems to incorporate more
assembled TEs.

Effect of genome quality on TE detection approaches

To estimate the contribution of each TE detection ap-
proach of PIRATE depending on the level of fragmenta-
tion of the genome assembly, the detection step (Fig. 1)
of PIRATE was applied with raw Illumina data of T.
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lutea and, either the draft genome version of T. lutea
(7659 contigs) [51] or the new genome assembly of T.
lutea (193 contigs). In both cases, the detected se-
quences were compared to the referent sequences of the
TE families of T. lutea (described below). For each TE
detection approach in PiRATE, we counted the number
of T. lutea TE families detected, with the largest length
(i.e. the most complete sequences, having the highest
percentage of coverage compared to the reference TE se-
quences) and divide this number by the total of detected
TE families. This provided an estimation ratio of the
contribution of each TE detection approach depending
on the input data (Fig. 3). With both types of dataset,
the similarity-based approach had the weakest percent-
age and contributed to detecting only 2 or 3% of the T.
lutea TE families. Using the draft genome assembly and
the raw Illumina data, the structural-based approach
contributed to detecting 1% of the TEs families of T.
lutea, but 20% of the TE families of T. lutea with the
new genome assembly and the raw Illumina data (Fig.
3). The repetitiveness-based approach contributed to de-
tecting 7% of the TE families of T. [utea with the draft
genome assembly and the raw Illumina data. However, it
was the most efficient approach with the new genome
and contributed to detecting 63% of the 7. [utea TE fam-
ilies (Fig. 3). When a draft genome assembly is used as
input, the fourth detection approach, using raw Illumina
data to build repeated elements, was the most useful ap-
proach and contributed to detecting 67% of the TE fam-
ilies (Fig. 3).

Annotation of the repeated elements content of the T.
lutea genome

We applied PiRATE to the new genome assembly of T.
lutea and raw Illumina data. After the classification step,
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we manually curated the sequences as potentially au-
tonomous TEs, non-autonomous TEs or uncategorized
repeated elements. Because we were interested in char-
acterizing their activity, the potentially autonomous TEs
were manually checked and grouped into families (see
Methods). We identified six potentially autonomous
families of LTR/Copia and four families of LTR/Gypsy
(Table 1). We found 14 potentially autonomous families
of LINE elements, similarly close to Tx1 elements, be-
longing to the L1 superfamily [78, 79]. We identified
seven potentially autonomous families of TIR/Harbinger,
six families of TIR/PiggyBac and eight families of TIR/
Mariner. A high number of potentially autonomous hAT
elements were detected. Due to their divergence, they
were grouped into 129 putative families.

Three annotations were conducted with three nested
libraries (Additional file 1: Figure S1). From the “poten-
tially autonomous TEs library” composed of 240 referent
sequences, we estimated that the proportion of the po-
tentially autonomous TEs represent 3.79% of the T. lutea
genome (Table 1). The annotation of the TE content was
performed with the “total TEs library” containing 459
supplementary sequences corresponding to 14 sequences
of potential SINE elements, 188 sequences of potential
MITE, 240 sequences of potential TRIM and 17 se-
quences of potential LARD (Table 1). From this annota-
tion, we estimated that the genome of T. [utea contains
20.84% of potentially autonomous and non-autonomous
TEs (Table 1 and Additional file 1: Figure S4). Class I
and Class II TEs represent 15.89 and 4.95%, respectively
(Table 1). We found a large quantity of Gypsy (4.65%),
LINE (3.87%) and hAT (2.12%) copies, suggesting an-
cient burst events for these elements (Table 1). We
established that the proportion of non-autonomous TEs
is 17.05% (Table 1). Then, we performed the annotation
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Fig. 3 Comparison of the contribution of the four TE detection approaches of PiRATE on the detection of the TE families of Tisochrysis lutea,
depending on the input data. For each TE detection approach, we calculated the number of TE families detected with the largest length and
divide this number by the total of detected TE families of T. lutea. The input dataset was either the draft genome assembly of T. lutea and raw
lllumina data of T. lutea (white bars) or the new genome assembly of T. lutea and raw lllumina data of T. lutea (black bars). The similarity-based de-
tection, structural-based detection and the repetitiveness-based detection use a genome assembly as input data. The last approach builds re-
peated elements from raw lllumina data
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Table 1 Diversity and proportion of transposable element orders and classes in the genome assembly of Tisochrysis lutea. The

un

abbreviations “a

and “n-a” indicate autonomous and non-autonomous transposable elements respectively

Orders/ Superfamilies Number of families (f)

Number of potentially ~ Proportion of the potentially ~ Proportion of total

or detected sequences (s)  autonomous TEs autonomous TEs (%) genome (%)
Class | a LTR/Copia 6 f 45 037 1.09
LTR/Gypsy 4f 242 256 465
LINE/L1 14 f 59 0.25 3.87
na  SINE 14s 0.04
LTR/LARD 17's 0.76
LTR/TRIM 240 s 548
Total Class | 15.89
Class Il a TIR/hAT 129 f 145 041 2.12
TIR/Mariner 8f 41 0.1 0.19
TIR/Harbinger 7 f 26 0.05 034
TIR/PiggyBac 7f 14 0.04 026
na MITE 188 s 2.04
Total Class Il 495
Total TEs 572 3.79 20.84

of every repeated element by using the “repeated ele-
ments library” containing an additional 2680 uncategor-
ized repeated sequences. From this annotation, we
estimated that 17.79% of the T. lutea genome is repre-
sented by uncategorized repeated elements (Additional
file 1: Figure S4). To estimate the proportion of the sim-
ple tandem repeats, we used the tool RepeatMasker and
found that they made up 5.97% of the genome assembly
of T. lutea (Additional file 1: Figure S4). By adding to-
gether the proportions of all the annotated repeats, we
estimated that the total proportion of repeated elements
in the T. lutea genome was 44.6%. Knowing that the
coding gene proportion is of 38.49%, we estimated that
16.91% of the genome is non-characterized (Additional
file 1: Figure S4).

Discovery of potentially active autonomous TEs in the T.
lutea genome

In this study we chose to focus on the identification of
potentially autonomous TEs to reveal potentially active
elements. From the annotation obtained with the “po-
tentially autonomous TEs library”, we performed the
cartography of the 572 annotated TEs that are poten-
tially autonomous (Fig. 4).

To identify potentially active TEs and have an estima-
tion of the genome dynamic of T. [utea, transcriptomic
data were mapped on the new genome assembly and
crossed with the annotation of the 572 potentially au-
tonomous TEs. Expression was identified for 17 TE fam-
ilies: one LTR/Copia, four TIR/Mariner, four TIR/
Harbinger and eight TIR/hAT. These families represent
73 potentially autonomous TEs and their genomic pos-
ition is illustrated in Fig. 4 and is indicated in

Additional file 2. Putative ancient transpositions were
studied by looking for similarities between copies be-
longing to these 17 expressed TE families (Additional
file 2). We identified that the Mariner-3 family is com-
posed of 24 highly similar copies, which share a mean
pairwise identity of 99.7%. Among them, 20 copies seem
to be complete (Additional file 3). This high number of
similar copies suggests that this family was/is active. The
hAT-2 family is composed of three highly similar copies
that share a mean pairwise identity of 99.8%. Moreover,
eight similar copies were identified for the Harbinger-6
family and five similar copies for the Copia-3 family.
Other details can be found in Additional file 2. TE cop-
ies belonging to these 17 expressed TE families were
submitted to BLASTx on proteomic data of T. lutea,
that we previously obtained under nitrogen limitation
[58]. We identified that transposase proteins were syn-
thesized for the Mariner-3 family and the hAT-2 family.
The transposases of the Mariner-3 and hAT-2 families
match with six and 36 peptides, respectively. The align-
ments with the matching peptides can be found for both
families in Additional file 4. From transcriptomic data of
a previous study, we highlight that these families were
among the three higher expressed genes [58].

Discussion

PiRATE: Pipeline to Retrieve and Annotate Transposable
Elements of non-model organisms

The goal of the present study was to inventory the TE
content in the genome of T. lutea genome and study the
activity of potentially autonomous TEs. We built PiR-
ATE to counter the lack of knowledge about TEs in
Haptophytes and the difficulty of identifying TEs in a
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fragmented genome assembly [70]. The detection step of
PiRATE has been optimized to promote the detection of
full-length TE sequences and its classification step has
been improved for algal genomes. The detection step of
PiRATE combines multiple, existing analysis packages
representing all major approaches for TE detection. The
detection step of PIRATE was evaluated with genomic
data of A. thaliana and compared to TEdenovo [68],
LTRharvest [75], RepeatScout [63], RepeatMasker [61],
dnaPipeTE [64], RepeatExplorer [76] and RepARK [77]
(Fig. 2b). Overall, the detection step of PIRATE detected
the highest percentage of TE families (81%) with a par-
tial and complete length compare to the other tools used
alone (Fig. 2b). This confirms that the combining of
multiple tools, using several approaches improves the
detection of different TE families, with complete se-
quences, as previously indicated [66, 67, 71]. In this
comparison, TEdenovo was efficient and displayed the
second highest percentage of detected TE families (75%)
(Fig. 2b). LTRharvest also showed a good capacity to de-
tect TE families of A. thaliana (62%) (Fig. 2b). This is
due to the high content of LTR elements in the A. thali-
ana genome and because this tool detected TE families
belonging to other TE orders. In this comparison, the
least effective tools were RepARK (3%), RepeatExplorer

(4%) and dnaPipeTE (6%), which used raw illumina data
as input (Fig. 2b). This is not surprising considering the
challenge of building repeated elements from raw Illu-
mina data, compared to the other tools using the
complete genome assembly of A. thaliana.

A new genome assembly of T. lutea to improve the TE
annotation

We recently published a draft genome assembly of T.
lutea obtained with Illumina short-read technology [51].
While this technology has a very low sequencing error
rate, its use alone often leads to fragmented assemblies,
especially in TE-rich genomes, due to the incapacity of
short-reads to entirely span repetitive elements [80]. To
obtain an improved genome assembly, the genome of T.
lutea was re-sequenced with Pacific Bioscience long-
read technology and the assembly was corrected with
short-read Illumina data. Indeed, the use of long-reads
leads to a more complete and accurate assembly of long
repeated elements such as TEs [81-83]. However, to
date, this technology has a high sequencing error rate
and its combination with short-read Illumina data has
become a common way of partially overcoming this
problem [84—86]. Compare to the previous draft genome
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assembly, this new genome assembly is larger, less frag-
mented and seems to incorporate more assembled TEs.

Effect of genome quality on TE detection approaches

To estimate the contribution of the four TE detection
approaches of PIRATE depending on the level of frag-
mentation of the genome assembly, the detection step
(Fig. 1) of PiRATE was applied with raw Illumina data of
T. lutea and, either the draft genome version of T. lutea
(7659 contigs) [51] or the new genome assembly of T.
lutea (193 contigs). The four TE detection approaches
showed different contribution according to the level of
fragmentation of the genome assembly (Fig. 3). By gath-
ering these four detection approaches, PIRATE improves
the TE detection of organisms having a genome assem-
bly which is highly fragmented.

Annotation of the repeated elements content of the T.
lutea genome

With PiRATE, we established that the total proportion
of repeated elements in the T. lutea genome is repre-
sented by 20.84% of TEs, 17.79% of uncategorized re-
peated elements and 5.97% of simple tandem repeats
(Additional file 1: Figure S4). The high percentage of
uncategorized repeated elements could indicate the pres-
ence of unknown TEs. A high number of uncategorized
sequences (30.9%) was also reported in the Emiliania
huxleyi genome [40]. Here, we choose to focus on the
identification of potentially autonomous TEs to reveal
potentially active elements. The proportion of the poten-
tially autonomous TEs represents 3.79% of the T. lutea
genome, corresponding to 572 annotated TEs (Fig. 4).
Interestingly, we found a potentially autonomous TIR/
Mariner in the predicted mitochondrial genome and a
potentially autonomous LTR/Copia and TIR/hAT in the
predicted chloroplast genome.

Identification of potentially active TEs in T. lutea

Few studies have investigated TE activity in microalgal
genomes and their role is poorly known. Regarding Class
I TEs, some studies reported expression of LTR elements
in dinoflagellate and diatom species under thermal stress
or nitrogen limitation [16, 48-50]. Concerning Class II
elements, a previous study reported a case of phenotypic
evolution for the microalga Chlamydomonas reinhardtii
caused by the transposition of a MITE in the presence
of vitamin By, [17]. In the present study, we identified
17 expressed TE families and, among these, a TIR/Mari-
ner Luffy and a TIR/hAT Ace family were able to
synthesize their transposase under nitrogen starvation
[58]. We highlight the presence of highly similar copies
(Additional file 3) suggesting that these elements are
able to transpose or could be able to trigger the trans-
position of potential derived MITE elements. Although
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we cannot draw conclusions about their mobility, the in-
vestigation of the TE expression is a good indicator of
the potential activity of TEs. Nitrogen limitation has
been previously described as a stress condition in the
diatom Phaeodactylum tricornutum, triggering overex-
pression of the LTR/Copia family named Blackbeard
[18]. Although we cannot draw conclusions about de
novo insertions, the evidence presented here indicates
that these both TEs families are suitable candidates for
mobility and could participate in the genome evolution
of T. lutea.

Conclusion

Genome-wide TE annotation has rarely been performed
in microalgae compared with animals, insects and land
plants. This study opens the way to new searches about
the role of TEs in the genome evolution of Tisochrysis
lutea and their contribution to the microalgal adaptation
process. In the present study, we built PIRATE to coun-
ter the lack of knowledge about TEs in Haptophytes and
the difficulty of identifying TEs in a fragmented genome
assembly. With PiRATE, we conducted a genome-wide
detection and annotation of the repeated elements in a
new genome assembly of Tisochrysis lutea and estab-
lished that it is composed of 3.8 and 15.95% of poten-
tially autonomous and non-autonomous TEs,
respectively. The annotation of the potentially autono-
mous TEs was crossed with transcriptomic and prote-
omic data and evidence of expression was identified for
17 TE families. Among these, we discovered that trans-
posase proteins were synthesized for both a Mariner
(Luffy) and a hAT (Ace) family. Both these families have
several highly similar copies throughout the genome and
were among the three highest expressed genes in a pre-
vious transcriptomic study. All of this suggests that both
these families could be able to transpose themselves or
trigger the transposition of potential derived MITE
elements.

Methods

Microalga strain and culture conditions

The T. lutea strain was provided by the Culture Collec-
tion of Algae and Protozoa (CCAP 927/14). This strain
was isolated by Haines in the late 70s and stored in the
algae bank. The strain was grown in two 1-L flasks, bub-
bled with 0.22 mm filtered-air. The culture was main-
tained at a constant temperature of 21 °C, under a
constant irradiance of 50 pmol m™? s~ ',

DNA extraction, sequencing, genome assembly and gene
annotation

Total DNA was extracted from the 7. lutea WT-strain
using a phenol/chloroform protocol. DNA quality and
concentration were assessed with gel electrophoresis and



Berthelier et al. BMC Genomics (2018) 19:378

Qubit Fluorometric Quantitation (ThermoFisher, Massa-
chusetts, USA), respectively. T. lutea genome sequen-
cing was performed with a PacBio RSII sequencer
(Pacific Bioscience, California, USA) at the Plateforme
GeT PlaGe (Toulouse, France); seven SMRT cells were
performed. Filtered subreads were assembled using
Canul.3 [82]. The assembly was polished with Quiver
(https://github.com/PacificBiosciences/GenomicConsen-
sus) and its accuracy was improved with Pilon [87] using
previous Illumina Hiseq mate-pair reads of T. lutea
([51]; SRA: SRR3156597). The annotation of the coding-
gene region was performed with the pipeline MAKER2
[88-91].

TE annotation in the T. lutea genome using PiRATE

Step 1: TE detection

The new genome assembly of T. lutea and previous raw
Ilumina data ([51]; SRA: SRR3156597) were used as in-
put. Putative TE sequences were detected using four ap-
proaches (Fig. 1). The first approach was represented by
two tools using similarity-based detection: RepeatMasker
(setting: -s, —no_low, -lib; with the PiRATE nucleotide
databank; [61]) and TE-HMMER (with a homemade
profile HMMs databank). TE-HMMER is a homemade
tool using HMMER (default setting, [92]) and tBLASTn
(setting: -evalue 10E-300, [93]). The second approach
consisted of five tools using structural-based detection:
LTRharvest (default setting, [75]), Helsearch (default set-
ting, [94]), MGEScan-nonLTR (default setting, [95]),
MITE-Hunter (default setting, [62]) and SINE-Finder
(default setting, [96]). The third approach combines
tools using repetitiveness-based detection: TEdenovo
(steps 1 to 4, default setting, [68] and Repeat Scout (de-
fault setting, [63]). These tools cluster repeated se-
quences from a genome assembly to build consensus
sequences. The last approach was composed of tools
performing the assembly of repeated sequences from
raw Illumina data (fasta or fastq). We used RepARK (de-
fault setting, [77]), dnaPipeTE (setting: %coverage: 0.6,
[64]) and RepeatExplorer (setting: -paired, [76]). The se-
quences detected by the first and the last approaches
that were below 500 bp in length were removed with a
perl script. The sequences detected with SINE-Finder
and MITE-Hunter were directly saved for the second
step. Other detected sequences were concatenated into a
single FASTA file and clustered with CD-HIT-est (set-
tings: -aS1-c1-r1-g1-po0,[97]) to reduce the redun-
dancy. This made it possible to remove shorter
sequences that aligned with 100% of identity on a part of
the larger sequences.

Step 2: TE classification
In the second step, sequences were automatically classi-
fied with PASTEC [72], following the Wicker et al.
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classification system [5] This tool was improved with
custom databanks (described below). Three libraries
were manually constructed with a “Russian doll” strategy
in order to perform separate annotations (Additional file
1: Figure S1): a “potentially autonomous TEs library”, a
“total TEs library” containing the potentially autono-
mous TEs and the non-autonomous TEs and a “repeated
elements library” also containing the uncategorized re-
peated sequences. Sequences classified as LTR, LINE
and TIR were manually sorted by superfamily (according
to the evidence section produced by PASTEC). To facili-
tate their manual check, sequences belonging to the
same putative superfamily were grouped into families
with MCL (MCL_inflation: 1.5; MCL_coverage: 0). The
percentage of identity between sequences belonging to
the same family were checked with Blastn (-identity:
80%). We followed the 80-80-80 Wicker rules to form
families [5]. Finally, larger sequences from each TE fam-
ily were checked and selected for the “potentially au-
tonomous TEs library” according to the presence of TE
domains or similarities with Pfam (http://pfam.xfam.org)
, NCBI-BLASTx and Censor (http://www.girinst.org/
censor). We defined as potentially autonomous LTR, se-
quences bearing at least a reverse transcriptase and an
integrase domain and having similarity to known LTR el-
ements. We defined as potentially autonomous LINE,
sequences bearing at least a reverse transcriptase domain
and sharing similarity to known LINE elements. We de-
fined as potentially autonomous TIR, sequences with
evidence of a transposase domain or similarity with
known TIR elements.

No manual checks were performed for sequences clas-
sified as non-autonomous TEs. Sequences classified as
SINE, MITE and TRIM were directly selected for the
“total TEs library”. Only sequences classified as LARD,
which were obtained with the repetitiveness-based ap-
proach of TE detections (TEdenovo or Repeat Scout),
were selected. Sequences detected by SINE-Finder and
MITE-Hunter were also directly selected for the “total
TEs library”. Finally, the sequences classified as noCat
(uncategorized) and obtained with the repetitiveness-
based approach at the TE detection step were selected
for the “repeated elements library”.

Step 3: TE annotation

Three libraries were built (Additional file 1: Figure S1):
1) a “potentially autonomous TEs library” 2) a “total TEs
library” and 3) a “repeated elements library”. A first run
of TEannot ([68], default setting, steps 1, 2, 3, 7 and 8)
was performed for each library to known sequences
matching with a full-length size on the genome (FLC se-
quences) and to remove potential chimeric data. A sec-
ond run of TEannot was performed with these FLC
sequences for each of the final libraries (default setting,
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steps 1, 2, 3, 4, 5, 7 and 8) and three annotations were
obtained.

Proportion of TEs and repeated elements in T. lutea

From the annotation file obtained with the “potentially
autonomous TEs library”, we manually selected 572 se-
quences and calculated their proportion in the genome
of T. lutea. TEs. The different criteria used are detailed
in Additional file 1: Method S1 and Table S2. An illus-
tration of the position of these sequences on the T. lutea
genome assembly was built with the tool Circos [98].
The annotations obtained with the “total TEs library”
and the “repeated elements library” were used to esti-
mate the total proportion of TEs and to calculate the
proportion of uncategorized repeated elements in the
genome of T. lutea. Details on the method are available
in Additional file 1: Method S2 and Table S3. The pro-
portion of simple repeats was calculated with the tool
RepeatMasker (setting: -s -noint -no_is, [61]).

PiRATE databanks

Nucleotide and protein databanks

A nucleotide and a protein databank of TEs were built
with sequences from Repbase (REPET version 20.05,
http://www.girinst.org/repbase), the P-MITE database
(http://pmite.hzau.edu.cn) and SINE base (http://sines.
eimb.ru). Because algae originally arose from the preda-
tion of a cyanobacterial organism by a eukaryotic hetero-
trophic organism, cyanobacterial TE sequences were also
added from the IS-finder database (http://www-is.bio-
toul.fr) (Additional file 5). Moreover, we added non-
inventoried TEs of microalgae and macroalgae, retrieved
from the NCBI database (Additional file 5).

Profile HMMs databank

A homemade databank of profile HMMs was built with
sequences of the protein databank. Multiple protein
alignments were performed with Clustal Omega (http://
www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/). When possible, TE
protein sequences from algae were favoured. 78 profile
HMMs were performed with the HMMbuild tool of
HMMER [92] for 62 TE categories displayed on the
Browse Repbase tool (http://www.girinst.org/repbase/up-
date/browse.php). This databank was used with TE-
HMMER at the detection step. At the classification step,
we combine this databank with the default databank of
PASTEC  (ProfilesBankForREPET_Pfam27.0_GypsyDB.
hmm, https://urgi.versailles.inra.fr/download/repet).

Evaluation of PiRATE

The efficiency of the detection and classification steps of
PiRATE were evaluated with genomic data of the model
plant A. thaliana. We used the genome assembly
TAIR10 available on the TAIR project (https://www.
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arabidopsis.org/download/index-auto.jsp?dir=%2Fdown-
load_files%2FGenes%2FTAIR10_genome_release%2F-
TAIR10_chromosome_files) and the raw Illumina data
available at the 1001 genome project http://1001ge-
nomes.org/data/SLU/SLUHenning2014/releases/current/
strains/Seattle-0). These data of A. thaliana were sub-
mitted to the step 1 of PIRATE (RepeatMasker and TE-
HMMER were used without data from Arabidopsis spe-
cies in the databanks). The detected sequences were sub-
mitted to PASTEC [72] and compared to the 359 TE
families described in A. thaliana and available on
Repbase (http://www.girinst.org/repbase). We didn’t in-
clude the terminal repeated sequences of the LTR TE
families and the heterologous TE named DRLI1. From
the classification file, we selected each of the sequences
matching to a TE consensus sequences of A. thaliana.
Those covering less than 40% of the full-length of a con-
sensus sequences were considered as too short to be effi-
ciently classified and were not taken in account. We
considered as a partial or complete detection the de-
tected sequences covering at least 40% or 70% of the
full-length of a consensus TE family of A. thaliana, re-
spectively. For the comparison of the detection step of
PiRATE with TEdenovo [68] (steps 1 to 4, with LTRhar-
vest [75]), LTRharvest [75], RepeatScout [63], Repeat-
Masker [61], dnaPipeTE [64], RepeatExplorer [76] and
RepARK [77], the number of detected TE families was
calculated with the same method previously described
for the evaluation of the PiRATE detection step. For the
evaluation of the classification step of PIRATE, we used
the longest detected sequences of the 292 TE families
detected by PiRATE during the evaluation of the detec-
tion step as a control. These 292 sequences were classi-
fied with PASTEC using modified versions of the three
PiRATE databanks (Nucleotide, protein and profile
HMMs), without data from Arabidopsis sp. We calcu-
lated the percentages of correct classification, incorrect
classification or uncategorized classification. Details on
the impact of the genome assembly quality on the effi-
ciency of the TE detection step of PIRATE are available
in Additional file 1: Method S3.

Transcriptomic and proteomic analyses

The expression analysis was performed using eight sets
of previously published transcriptomics data [56, 58].
These data were concatenated and normalized using the
tool insilico_read_normalization.pl of Trinity [99]. Reads
were then mapped on the new genome assembly of T.
lutea with TopHat [100] and crossed with the annota-
tion of the potentially autonomous TEs. HTseqCount
[101] was used to count the number of mapped reads
for each potentially autonomous TEs. With a homemade
script we retrieved the TE families with transcripts cov-
ering at least 90% of the annotated sequences. Sequences
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of the TE copies of these expressed TE families were
then compared with BLASTx to published proteomic
data [58]. Sequence alignments of the peptides of the
Mariner (Luffy) and hAT (Ace) elements on the pre-
dicted transposases were performed with ClustalOmega
and visualized with Geneious (Additional file 4). With
the global-alignment tool of Geneious [102] (setting: free
end gaps), a mean pairwise identity was calculated for
each expressed TE family having at least three annotated
copies (Additional file 3).

PiRATE is automated through a stand alone Galaxy

All tools used in PiRATE are automated in a standalone
Galaxy [103]. The PiRATE-Galaxy is available through a
virtual machine at https://doi.org/10.17882/51795. A tu-
torial file can be download.

Additional files

Additional file 1: Additional supporting information. This file contains
the additional supporting figures, tables, results and materials and
methods. (PDF 594 kb)

Additional file 2: Percentage of identity between copies of the
expressed TE families. This file lists the percentage of identity between
the TE copies of the 17 expressed TE families identified in the genome of
Tisochrysis lutea. (XLSX 19 kb)

Additional file 3: Sequences alignment of TE copies of the TIR/Mariner
Luffy family. This file contains the sequence alignment of the copies
belonging to the TIR/Mariner Luffy described in the genome of Tisochrysis
Jutea. (PDF 17427 kb)

Additional file 4: Sequences alignment of the peptides matching on
the predicted TE proteins. This file contains the alignment of the
peptides matching on the predicted proteins of the TIR/Mariner Luffy and
the TIR/hAT Ace. (PDF 996 kb)

Additional file 5: List of non-inventoried sequences added to the data-
banks used by the pipeline PIRATE. This file lists the non-inventoried se-
quences added to the databanks used by the pipeline PiRATE, they
belong to algae and cyanobacteria. (XLSX 23 kb)
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5. Résultats complémentaires

5.1. ldentification de séquences similaire a des IS chez T. lutea

Lors de I’étape de détection des ETs par PIRATE, des séquences similaires a des ETs de
bactéries, nommées IS ont été identifiées dans le génome de T. lutea. Les IS sont des ETs
tres répandus et abondants dans les génomes procaryotes (Aziz et al., 2010). Les IS sont
classés en familles ayant des structures de séquences diverses. La majorité des IS code pour
une transposase mais les différents groupes se déplacent avec des mécanismes différents
(Siguier et al., 2014). Certains groupes d’IS possédent des séquences terminales répétées
inversées a leurs terminaisons, similaires a celles des TIR. Au méme titre que les ETs chez
les eucaryotes, les IS peuvent participer a I’évolution des génomes de bactéries en générant
par exemple des expansions massives de copies. De méme, ils peuvent impacter I’activité
des genes et également provoquer des réarrangements du génome hote (Siguier et al.,
2014).

Bien qu’étant d’origine bactérienne, la présence d’IS dans le génome des microalgues n’est
pas fondamentalement surprenante compte tenu de 1’origine évolutive de ces organismes.
En effet, ’émergence des trois grandes lignées de microalgues (les Glaucophytes, les
Rhodophytes et les Chlorophytes) résulte de la phagocytose d’une Cyanobactérie ancestrale
par une cellule hétérotrophe primitive, il y a environ 1.8 milliards d’années (Delwiche,
1999). Suite a cet événement d’endosymbiose, le procaryote photosynthétique a été
« domestiqué » par la cellule hdte pour donner naissance au chloroplaste, nouvel organite
spécialisé dans la photosynthese. Cette « domestication » a notamment donné lieu a des
remaniements structuraux, ainsi qu’a des phénomeénes d’échanges et de pertes de genes.
Ceci pour finalement aboutir au sein de la cellule héte, a un organite photosynthétique

fonctionnel : le chloroplaste.

Concernant T. lutea, des séquences similaires a des IS ont été identifiées par PIRATE. En
effet, une premiere comparaison de ces séquences a la base de données NCBI a permis de
distinguer des similitudes de séquences avec des IS. De méme, certaines de ces séquences
présentent également des similarités avec des séquences de génomes de phycodnavirus.

L’origine et la présence des IS dans le génome de T. lutea ont été étudiées a 1’occasion d’un
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stage de Master 1 (Chedhomme et Badawi, 2018 mémoire de Master 1). Pour cela, des
recherches de similarités avec des séquences d’IS connues ont tout d’abord été effectuées
par différentes méthodes d’analyses (NCBI-BLASTn, NCBI-BLASTX et Interproscan)
(Annexe 3). Ces approches ont permis de valider leur similarité avec des séquences d’IS
connues répertoriés dans les banques de données NCBI et EMBL-EBI. Ces séquences ont
ensuite pu €tre regroupées en trois groupes selon leur pourcentage d’identité. Un premier
groupe est composé de cing séquences qui partagent des similarités avec des transposons
de la famille 1S 5. L’utilisation de TEannot a permis d’identifier que ces séquences sont
présentes en 2 578 copies dans 1’assemblage du génome de T. lutea. Un second groupe est
constitué de sept séquences similaires a des IS 5. Environ 2 142 copies de ces séquences
ont été identifiées dans 1’assemblage du génome de T. lutea. Enfin, le troisiéme groupe est
composé d’une séquence qui partage des similarités avec les IS 605. Cette séquence est
présente en 518 copies dans I’assemblage du génome de T. lutea. D’autre part, les
séquences issues des groupes 2 et 3 présentent également des similarités avec des séquences
des coccolithovirus 88 et 202, dont un hote connu de ces virus est E. huxleyi (Nissimov et
al., 2012a, 2012b). L’origine précise et I’éventuelle mobilité de ces séquences chez T. lutea

restent encore a élucider.

La présence de ces séquences similaires a des IS suggere de probables anciens événements
de transferts d’ADN. A la vue des informations dont nous disposons, il est prématuré de se
prononcer sur 1’origine précise de ces séquences dans le génome de T. lutea. En effet,
plusieurs hypothéses peuvent étre proposées pour expliquer la présence de ces séquences.
Parmi celles-ci, les phénomenes de transferts de génes durant les évenements
d’endosymbioses primaire et/ou secondaire ancestrales pouraient éventuellement étre a
I’origine de leur présence. Enfin, ces séquences pourraient également étre directement
issues d’évenements de transferts horizontaux entre des génomes bactériens et le génome
de la microalgue. Ces transferts auraient pu étre orchestrés par un vecteur viral. Dans la
littérature, les virus sont supposés étre impliqués dans des transferts de genes entre
organismes (Gilbert et Feschotte, 2018). Dans le milieu marin, I’importance des
consortiums entre microalgues, bactéries et virus permet de suggérer que ce type de

transfert est probable.
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5.2. Etude de I’expression des ETs a partir d’un nouvel assemblage

transcriptomique de T. lutea

De récents travaux ont étudié 1’expression des génes de T. lutea sous une forte
concentration en iode (Hernandez Javier et al., 2018). Dans cette étude, les auteurs ont
réalisé un trancriptome a partir de données de séquencage short reads. Ce nouveau
transcriptome de T. lutea s’avére une bonne opportunité pour renforcer nos résultats. Ainsi,
pour rechercher d’éventuels ETs actifs a partir de ces nouvelles données transcriptomiques,
une requéte BLASTn des séquences d’ETs autonomes de T. lutea a été realisée contre ce
nouveau transcriptome. Les transcrits identifiés qui partageant au minimum 70% de la taille
de la séquence référente avec 98% de similarité, ont été sélectionnés. Cette analyse permet
de confirmer I’activité des familles TIR Mariner Luffy et hAT Ace, ainsi que trois autres
familles d’ETs qui avaient précédemment été identifiées comme exprimées (Berthelier et
al., 2018) (cf. Chapitre 1 8§ 3). Ces données suggérent que 1’expression de ces familles

d’ETs n’est pas spécifique a une condition de stress spécifique.

Tableau 5 : ETs identifiés dans un transcriptome de T. lutea, obtenu sous condition de

forte concentration en iode.

Famille d’ETs Nom des transcrits
hAT2_Ace isochrysis_v2.0_unigene4
Mariner7 isochrysis_v2.0_unigene2228

Mariner3_Luffy isochrysis_v2.0_unigenel0267
Mariner6 isochrysis_v2.0_unigene23004
Harbinger3 isochrysis_v2.0_unigene4716
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5.3. Distribution et amélioration du pipeline PIRATE

Afin de mettre le pipeline PIRATE a disposition de la communauté scientifique, les outils
le composant ont été installés dans une machine virtuelle linux Kubuntu. L’utilisation de
machines virtuelles permet de s’affranchir de la difficulté d’installation des programmes
qui peut étre complexe et chronophage. Cette machine virtuelle nommée PIRATE-VM est
téléchargeable en ligne doi.org/10.17882/51795 et un Github a été créé

github.com/JBerthelier/PIRATE afin d’interagir avec les utilisateurs et de connaitre leurs

propositions d’améliorations ou les éventuels problémes rencontrés. Afin d’automatiser
I’utilisation de ces différents outils, ceux-ci ont été integrés dans une plateforme Galaxy.
Celle-ci permet 1’automatisation de programmes et rend plus facile I’accés de la bio-
informatique, via une interface graphique web simple du type « clique-bouton ». La
plateforme est nommée PIRATE-Galaxy (Figure 46). Un tutoriel d’utilisation de la
PIRATE-VM et du PIRATE-Galaxy est proposé en ligne
archimer.ifremer.fr/doc/00412/52373/.

Une seconde version de PIRATE est en cours de réalisation. Pour cette nouvelle version,
un programme a €té développé via ’encadrement de Tristan Frances a I’occasion de son
stage de Master 2 (Frances et al., 2018 mémoire de Master 2). Le but de ce programme
nomme pirateClassif a été dans un premier temps d’améliorer 1’étape de classification de
PIRATE et plus précisement la classification prédite par PASTEC, et dans un second temps,
d’automatiser la construction des trois librairies d’ETs, utilisées lors de 1’étape d’annotation
de PIRATE (Figure 45). Ce programme permet de s’affranchir des étapes manuelles de la
premiere version de PIRATE. Un schéma présentant les processus de pirateClassif est

proposé en Annexe 4.

154


http://doi.org/10.17882/51795
https://github.com/JBerthelier/PiRATE
http://archimer.ifremer.fr/doc/00412/52373/

Chapitre 1

Qv
= Galaxy

€ @127.00.1:80

Tools

Get Data

Text Manipulation

Join, Subtract and Group
Filter and Sort

Convert Formats

Fetch Alignments
PIRATE
STEP 1.1: Detection

STEP 1.2: Clustering
STEP 2.1: Classification

STEP 2.2: Manual check
STEP 3: Annotation

Workflows
= All workflows

Analyze Data

Galaxy - Mozilla Firefox

Welcome to the PIRATE-Galaxy!!

M) History

0: Input data

1.1: Detection
Similitary-based

Repeat TE-
Masker || HMMER
Nucl HMM
databank datadank

>500bp

1.2: Clustering

2.1: Classification

2.2:Manual check

3: Annotation

Genome

- - Hlumina
s assembly TN
y . \ raw data
, I \
based based Build repeated elements
MITE Hel UR dne
Tl I
Hunter | | Search || harvest Edenowo PipeTE || RePAK
SINE MGE Repeat Repeat
Finder Scan Scout Explorer
\ 74 _ >500bp
—— N\ AR
b CDHIT-e5t [
PASTEC |Mucl, prot, HMM
databanks
TEs N TEs| | U d
I T
MCL
= Repeated
BT T~ = elements

Filter

Manual

1.75GB
1.: 14: RepeatScout _log

£:13:

2: Rename headers

@ &

@ ¢

® 4
@® s

@ &

@® &
@ &

@ ¢

Figure 46 : Visualisation de I'interface du PiRATE-Galaxy (version 1).

Les différents outils du pipeline PIRATE sont automatisés dans cette platforme Galaxy.
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Pour améliorer la classification prédite par 1’outil PASTEC lors de 1’étape de classification
de PIRATE, le programme pirateClassif commence par inventorier pour chaque séquence
d’étude, le plus haut degré final de classification obtenu par PASTEC. Si aucun Ordre n’a
été déterminé, la séquence est alors cataloguée, selon sa Classe prédite (e.i.
« Classl_undefined » ou « Classll_undefined »). Au contraire, si un Ordre a été predit par
PASTEC, le programme pirateClassif cherche alors a prédire lui-méme une Superfamille.
En effet, I’Ordre est le plus haut niveau de classification proposé par PASTEC. Cependant,
le fichier de classification de PASTEC indique des informations qui peuvent permettre de
déterminer la Superfamille de I’élément. PASTEC recense le nom, la Classe, 1’Ordre et la
Superfamille des séquences référentes similaires a chacune des séquences d’étude
(tBLASTx et BLASTX). PASTEC indique aussi le nom des domaines protéiques (profils
HMMS) retrouvés dans les séquences d’études. Ces informations sont utilisées par
pirateClassif pour prédire une Superfamille a la séquence d’étude (Annexe 5). Pour cela,
un processus de comparaison fonctionnant a travers un compteur de points a été construit,
afin de dissocier les séquences qui présentent des informations concordantes pour une
Superfamille, de méme que les séquences présentant des informations discordantes
(Annexe 5). Si les informations issues de BLAST et de HMMER sont concordantes, une

Superfamille peut alors étre prédite pour 1’élément (Annexe 5).

Apres avoir prédit le plus haut niveau de classification possible pour chaque séquence
(Classe ou Ordre ou Superfamille), pirateClassif construit un fichier résumé et construit de
facon automatique les trois librairies qui seront utilisées par PiRATE pour 1’étape
d’annotation (Annexe 4). Pour construire ces librairies, les séquences sont sélectionnées
selon leur degré de classification, leur taille et le logiciel qui a permis leur détection. Un
fichier de configuration permet a I’utilisateur de configurer ces critéres a fagon (Annexe 6).

Le programme pirateClassif est disponible sur Github github.com/francetr/pirateClassif.

Enfin, d’autres améliorations sont envisagées pour la seconde version de PIRATE. Celui-
ci pourrait étre intégré, en plus de Galaxy, dans d’autres systemes de développement de
pipelines, tels que « TOGGLE » ou « Snakemake » (Koster et Rahmann, 2012; Monat et
al., 2015). En continuant a ameliorer les différentes banques de données utilisées par
PiRATE, ce pipeline pourra €tre couramment utilisé pour la recherche et 1’annotation des

ETs chez d’autres types d’organismes que les microalgues.
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6. Conclusion

Annotation des ETs dans le génome de T. lutea

Le travail effectué¢ dans cette thése a abouti a la réalisation d’un nouvel assemblage du
génome de T. lutea, ainsi qu’a la création du pipeline PIRATE adapté a la reconnaissance
et a ’annotation des ETs chez les microalgues. L’outil PIRATE a permis d’annoter les ETs
du génome de cette espéce de fagon exhaustive. La proportion des ETs dans le génome de

T. lutea est estimée a environ 20%.

Cependant, environ 18% du génome de T. lutea correspond a des éléments répétés qui n’ont
pas pu étre caractérisés lors de 1’étape de classification (noCat). Un constat similaire a été
précédemment établi lors de I’annotation des ETs dans le génome de 1’Haptophyte
E. huxleyi (Read et al., 2013). Pour cette espéce, les auteurs ont souligné que 30.9 % de son
génome correspond a des éléments répétés qui n’ont pas pu étre caractérisés. Ces éléments
répétés inconnues présents dans les génomes de T. lutea et E. huxleyi pourraient
correspondre a des ETs trés différents de ceux présents dans les banques de données des
outils de classification. Il serait ainsi intéressant d’analyser manuellement ces sequences.
Ce procédé pourrait permettre la découverte de d’ETs atypiques pouvant constituer de

nouvelles Superfamilles ou méme de nouveaux Ordres.

Etude de Pactivité des ETs de T. lutea

A T’aide de données transcriptomiques obtenues dans des conditions de limitations
nutritives, I’expression de 17 familles d’ETs a pu étre identifiée chez T. lutea. Parmi ces 17
familles, I’expression de cinq d’entre elles a également été observée dans un transcriptome
de T. lutea obtenu en présence d’une forte concentration en iode (Hernandez Javier et al.,
2018). L’absence de données transcriptomiques « témoins » ne nous permet cependant pas
d’émettre un lien entre ces différents stress et 1’activité de ces €léments. Il serait donc
intéressant de mesurer 1’expression de ces éléments dans une condition « témoin » et dans
différentes conditions de stress. Cependant, il est également envisageable que ces éléments
soient exprimés de maniere constitutive a un faible niveau d’expression (Oliver et al.,

2010). Un méme travail a été précédemment effectué pour la Diatomée P. tricornutum,
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chez qui les auteurs ont mis en évidence la surexpression de rétrotransposons LTR en
condition de stress azoté (Maumus et al., 2009) ou thermique (Egue et al., 2015; Chen et
al., 2017a).

L’utilisation de données protéomiques a finalement permis de souligner que les
transposases de deux familles d’ETs (Mariner Luffy et hAT Ace) sont synthétisées par la
cellule en condition de stress azote (Garnier et al. 2014). De plus, ces deux familles font
partie des trois transcrits les plus exprimés dans des données transciptomiques de T. lutea
obtenues en condition de limitation en azote (Carrier et al., 2014; Thiriet-Rupert et al.,
2018).

L’expression des ARNm et la synthése des protéines de ces deux familles indiquent une
forte probabilité de mobilité pour certains éléments autonomes de ces familles ou pour des
éléments non-autonomes. Ces deux familles d’ETs représentent des candidates trés
intéressantes qui peuvent étre impliquées dans 1’évolution et la dynamique du génome de

T. lutea.
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Chapitre 2

Etude de la dynamique des ETs chez deux

souches domestiquées de T. lutea
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Au cours du chapitre précédent, les ETs présents dans le génome de la microalgue T. lutea
ont été annotés et deux familles nommées Luffy et Ace ont éte désignées comme
potentiellement actives et mobiles.

L’objectif de ce second chapitre est d’étudier la dynamique des ETs dans le génome de
deux souches domestiquées de T. lutea. Dans un premier temps, les programmes
d’amélioration a ’origine de ces deux souches domestiquées ont été décrits. Puis les
données de séquencage disponibles pour les souches étudiées seront présentées. Ensuite,
’état de I’art des approches bio-informatiques permettant la prédiction d’indels associées
aux ETs a été réalisé. En préambule aux paragraphes qui vont suivre, le terme « indel » est
utilisé pour définir des insertions/délétions de séquences nucléotidiques. L’utilisation de
plusieurs outils bio-informatiques a abouti a la prédiction d’indels associées aux ETs et
spécifiques aux souches domestiquées. Les familles d’ETs dont la mobilité a été

prépondérante ont été caractérisées.
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1. Obtention de données génomiques pour des souches

domestiquées et sauvage de T. lutea

1.1. Origine des souches

Le laboratoire PBA est pionnier dans 1’amélioration des souches de microalgues. Il met en
place depuis plus de dix ans divers programmes d’amélioration afin d’obtenir des souches
domestiquées de T. lutea (Rouxel et al., 2011; Bougaran et al., 2012; Carrier et al., 2018).
Concernant cette these, deux programmes d’amélioration différents ont permis d’obtenir
deux souches domestiquées présentant des phénotypes distincts de la souche originelle.
Cette derniere, nommée Tiso-Arg, est conservée a la station Ifremer (Institut Francais de
Recherche pour I'Exploitation de la Mer) d’Argenton. La souche Tiso-Arg est différente de
la souche sauvage Tiso-CCAP927/14, qui a été choisie pour réaliser I’assemblage du
génome de T. lutea (cf. Chapitre 1 § 1.2).

A partir de la souche (Tiso-Arg), I’application de deux programmes d’amélioration a
permis d’obtenir deux souches domestiquées différentes (Figure 47) : la premiere souche,
nommée Tiso-LipidePlus est caractérisée par une accumulation significative de lipides
neutres alors que la seconde, nommeée Tiso-LipideMoins, en présente une faible

accumulation.

La souche domestiquée Tiso-LipidePlus a ¢été obtenue a partir d’un programme
d’amélioration avec pour objectif 1’obtention d’une souche accumulant davantage de
lipides neutres que la souche de départ (principalement sous la forme de triacylglycérol,
TAG). Le programme de domestication appliqué se decline sous la forme de deux cycles
de « mutation-sélection » (Figure 47). L’étape de « mutation » consiste a exposer la souche
sauvage Tiso-Arg a un rayonnement UV afin de favoriser I’apparition de mutations et
augmenter ainsi sa diversité génétique intra-souche. La deuxieme étape, dite de
« sélection », consiste a sélectionner dans la population mutagénisée, les 10% d’individus
les plus riches en lipides neutres. Cette sélection est réalisée a 1’aide d’un cytométre en flux,
aprés marquage specifique des lipides neutres contenu dans les cellules algales (Rumin et
al., 2015). Ce programme d’amélioration a conduit a 1’obtention de la souche Tiso-

LipidePlus, qui accumule plus de lipides neutres que la souche sauvage Tiso-Arg.
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La deuxieme souche domestiquée, nommee Tiso-LipideMoins, provient également de la
souche Tiso-Arg. Son obtention a été réalisee par un programme d’amélioration composé
de cinqg étapes successives de sélection a 1’aide d’un cytométre en flux, aprés marquage
specifique des lipides neutres contenu dans cellules algales (Figure 47). La souche Tiso-

LipideMoins accumule moins de lipides neutres par rapport a la souche d’origine Tiso-Arg.
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ultraviolet Programme de mutation-sélection

vAg vAg
— OO 2
Tiso-LipidePlus

\/CC cytometre

B G- &- G- O~ O

Souche sauvage Tiso-LipideMoins

Programme de sélection

Figure 47 : lllustration des étapes des programmes d’amélioration utilisées pour obtenir

les deux souches domestiquées de T. lutea.

Les souches domestiquées Tiso-LipidePlus et Tiso-LipideMoins ont été obtenues a partir
de la souche sauvage Tiso-Arg. La souche Tiso-LipidePlus a été obtenue a la suite d’un
programme de mutation-sélection et la souche Tiso-LipideMoins aprés cing étapes de

sélection.
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1.2. Séquencage des souches

L’objectif a été d‘identifier les indels associées aux ETs dans les génomes respectifs des
souches domestiquées, par rapport a celui de la souche sauvage. Pour cela, le séquencage
du génome de ces trois souches (Tiso-Arg, Tiso-LipidePlus et Tiso-LipideMoins) a été
réalisé a 1’aide des technologies Illumina HiSeq 3000 (150 pb, paired-end) et Oxford
Nanopore MinlON. Tandis que La technologie Illumina est maintenant communément
utilisée pour séquencer des génomes de microalgues (Annexe 1), la technologie Oxford
Nanopore est trés récente et demande encore des mises aux points techniques et
méthodologiques. Actuellement, seuls deux génomes de microalgues (d’eau douce)
Galdieria sulphuraria (Rhodophyte) et Chlorella variabilis (Chlorophytes) ont été

séquencés avec cette technologie (Davis, 2016; Minei et al., 2018).

1.3. Alignement des données de séquencage sur le génome de référence

Apres suppression des adaptateurs et des reads de mauvaise qualité, les données de
séquencage short reads et long reads issues des génomes respectifs des trois souches ont
été alignées indépendamment sur le génome de référence de T. lutea (Tiso-CCAP927/14 ;
Berthelier et al. 2018) avec 1’outil bwa-mem (Li et Durbin, 2009). Avec le séquenceur
Illumina HiSeq, au moins 33 millions de short reads ont été obtenue pour chacune des trois
souches et ont été alignées indépendamment sur le génome référent (Tableau 6 et Figure
48a). Les profondeurs de séquencage obtenues sont respectivement de 58X, 59X et 68X
pour les génomes des souches Tiso-Arg, Tiso-LipideMoins et Tiso-LipidePlus (Tableau 6
et Figure 48a). Ceci avec une couverture moyenne de 99% par rapport au génome de
référence (Tableau 6 et Figure 48a). Ces resultats sont satisfaisants et correspondent a

’attente de cette technologie.
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Illumina HiSeq (short reads paired-end)

Taille insert

Génome de référence

——

—

3X (profondeur)

Oxford Nanopore MinlON (long reads)

reads _‘

Long ’

Génome de référence

2X

Figure 48 : lllustration de I’alignement de short reads en paires (paired-end) et de long

reads sur un génome de référence.

a) Rappel des notions de profondeur de reads, de couverture de reads et de la taille

d’insertion obtenue lors d’un alignement de short reads en paires (lllumina HiSeq) sur un

génome de référence. Les reads 1 et 2, représentées en bleu, appartiennent a la méme

paire de reads et présentent une taille d’insert connue (en pb) qui doit en théorie les

espacer. b) Rappel des notions de profondeur de reads et de couverture de reads

obtenues lors d’un alignement de long reads sur un génome de référence (Oxford

Nanopre MinlON).

169




Chapitre 2

Tableau 6 : Résultats d’alignements des short reads et long reads.

Les données de séquencage sont issues des souches Tiso-Arg, Tiso-LipidePlus et Tiso-

LipideMoins et ont été alignées sur le génome de référence de T. lutea (Berthelier et al.

2018).
o .
Nombre de % de reads | Profondeur des 7% du genome
L L couvert par les
reads alignées alignées reads
reads
Oxford Nanopore MinlON
Tiso-Arg 76 412 83,6 7,9 78%
Tiso-
- 144 449 84,6 11,6 84%
LipidePlus
Tiso- 0
LipideMoins 52 088 91,7 5,1 71%
[llumina HiSeq 3000
Tiso-Arg 33032 147 92,0 58,3 99
Tiso-
- 38 639 744 90,6 68,2 99
LipidePlus
Tiso-
LipideMoins 33422550 97,8 59,0 99

Avec le séquenceur MinlON, une quantité plus faible de reads a pu étre obtenu et a été
aligné sur le génome de référence (Tableau 6 et Figure 48b). Un nombre de 76 412 reads
ont été obtenue pour Tiso-Arg, 144 449 pour Tiso-LipidePlus et 52 088 pour Tiso-
LipideMoins.

En conséquence, de faibles profondeurs de 7,9X, 11,6X et 5,1X (soit en moyenne 1 Giga
pb par séquencage) ont été acquises respectivement pour les génomes des souches Tiso-
Arg, Tiso-LipidePlus et Tiso-LipideMoins (Tableau 6 et Figure 48b). Ces reads ne
couvrent pas la totalité du génome de référence mais 71% pour Tiso-LipideMoins, 78%

pour Tiso-Arg et 84% pour Tiso-LipidePlus (Tableau 6 et Figure 48Db).

La quantité de séquences obtenue par le MinlON a été inférieure au regard des chiffres
annoncés par le constructeurs (10 Gpb). En 2017, ces résultats étaient globalement

décevants.
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Une hypothese avancée pour expliquer ce faible résultat porte sur la pureté de I’ADNtot
séquencé. En effet, I’extraction d’ADN a partir de matrices salines, telles que les cellules
de microalgues marines, peut contenir de nombreuses impuretés (e.g. sels, pigments
hydrosolubles) qui peuvent interférer sur 1’efficacité des protocoles standards de biologie
moléculaire. Par conséquent, il conviendrait d’optimiser les protocoles d’extraction afin de

minimiser d’éventuelles interactions et améliorer la profondeur de séquencage de I’ADN.
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2. Etat de ’art des approches visant la prédiction d’indels

Suite a I’obtention des données de séquengage (Oxford Nanopore et Illumina), 1’objectif a
éteé de sélectionner les outils ad hoc pour identifier les indels associées a des ETSs, présentes
dans les génomes respectifs des souches de T. lutea (Tiso-Arg, Tiso-LipidePlus et
TisoLipideMoins). Pour cela, D’inventaire des différents outils bio-informatiques
permettant 1’identification de nouvelles indels associées a des ETs, a partir de données
génomiques short reads et long reads a €té réalisé. Environ, 90 outils bio-informatiques
utilisant des données short reads ont été recensés (Annexe 7). En revanche, seuls trois

outils utilisant des données de séquencage long reads sont disponibles (Annexe 7).

2.1. Approches permettant la prédiction d’indels a I’aide de données

short reads

Comme mentionné précédemment, 1’état de 1’art des approches employées par les outils
bio-informatiques permettant de détecter des indels associées a des ETs a I’aide de données
de séquencage short reads, a été réalisé. Ces outils peuvent étre regroupés en quatre
approches différentes selon leur stratégie d’analyse respective (Tattini et al., 2015) : le
comptage des reads, I’analyse des paires de reads discordantes, 1’analyse des reads
tronquées et enfin 1’assemblage de novo (Figure 49). Une présentation de ces différentes

approches est proposée ci-dessous.
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CR PRD RT AS
Délétion
<5 — — o f—r—t
— e — S—
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Délétion Insert contig
Insertion read Génome
[ ] >

Figure 49 : lllustration des approches d’identification d’indels a I'aide de données de

séquencage short reads.

Les différentes approches indiquées sont: CR) par comptage de reads, PRD) par analyse

de paires de reads discordantes, RT) par analyse des reads tronquées, AS) par

I’'assemblage de novo. Image adaptée de Tattini et al. (2015).
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Approche par comptage des reads

Cette stratégie suppose une distribution homogene des short reads alignées sur I’ensemble
du génome de référence, a I’exception des régions sujettes aux délétions. Les outils qui
utilisent cette stratégie recherchent des régions du génome présentant une distribution de
reads différente par rapport aux autres régions du génome. Ainsi, une région du génome
ayant une faible profondeur de reads correspondra potentiellement a un événement de
délétion (Figure 49). Les outils utilisant cette méthode n’ont pas été retenus. En effet, le
séquencage des régions d’un génome n’est pas uniforme pour de multiples raisons,
notamment techniques. La difficulté d’amplification des régions riches en GC ou AT ainsi
que le niveau de fragmentation de ’ADN lors de la préparation des échantillons avant
séguencage engendrent des biais. Ceux-ci donnent lieu a une distribution non uniforme des
reads alignées sur un génome de référence (Benjamini et Speed, 2012; Poptsova et al.,
2015; Tattini et al., 2015).

Approche d’analyse de paires de short reads discordantes

Cette approche utilise des données de séquencage constituées de paires de short reads
espacées d’une centaine de bp (Figure 49). En effet, les short reads composant une paire
sont séquencées dans une orientation précise et avec un espacement défini, dit taille d’insert
(Figure 48a). Les paires de reads discordantes qui sont alignées sur le génome de référence
avec une taille d’insertion plus grande que celle attendue sont ainsi associées a des
événements potentiels de délétions (Figure 49). Au contraire, les paires de reads
discordantes présentant une taille d’insert plus petite que celle attendue seront utilisées pour
prédire des événements d’insertions (Figure 49) (Tattini et al., 2015). Cette stratégie est
employée et conseillée pour I’identification de délétions associées aux ETs et a été
sélectionnée dans cette étude (Chen et al., 2017b; Lu et al., 2017; Rajaby et Sung, 2018;
Goerner-Potvin et Bourque, 2018). Au contraire, cette approche n’a pas été choisie pour
identifier de nouvelles insertions d’ETs, en raison de son manque de précision et de preuve

concernant la prédiction de larges insertions (Ewing, 2015 ; Tattini et al., 2015).
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Analyse des short reads tronquées

Cette méthode utilise également des short reads en paires pour identifier des indels. Cette
approche exploite les paires de reads pour lesquelles ’'une des deux reads est alignée
correctement sur le génome de référence et pour qui la seconde read est tronquée. La
portion tronquée de la seconde read ne s’alignant pas correctement sur le génome de
référence peut étre utilisée pour prédire la position et 1’origine de la séquence absente ou
insérée. Cette méthode est recommandeée dans la littérature (Ewing, 2015; Goerner-Potvin
et Bourque, 2018) et a été choisie pour détecter de nouvelles indels associées a des ETs.
Cette approche est particuliérement pertinente pour 1’identification de nouvelles insertions
d’ETs. En effet, les outils peuvent identifier des similarités avec des extrémités d’ETs
connus, ce qui rend possible I’identification de la famille de I’ET potentiellement inséré
(Ewing, 2015). Cependant, cette stratégie ne permet pas de dissocier si une séquence d’ETs

insérée appartient a un élément autonome ou non-autonome.

Approche par assemblage des short reads discordantes

Enfin, des outils ont été élaborés afin de reconstruire les indels grace a 1’assemblage des
short reads. Lors de 1’alignement des short reads sur un génome de référence, les points de
cassure des reads tronquées peuvent étre une conséquence de 1’insertion ou de la délétion
d’ETs (Figure 49). Au niveau de ces points de cassure, les outils de cette approche extraient
I’ensemble des short reads discordantes. Ils assemblent ensuite ces short reads afin de
reconstruire et identifier la séquence a I’origine de 1’indel. Cette méthode n’a pas été
sélectionnée en raison de la difficulté de reconstruction des séquences d’ETs a 1’aide de

short reads (Tattini et al., 2015).
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2.2. Outils sélectionnés pour prédire des indels associées a des ETs a

I’aide de données short reads

Parmi les différents outils existants (Annexe 7), Pindel (Ye et al., 2009), Breakdancer
(Chen et al., 2009) et Mobster (Thung et al., 2014) ont été sélectionnés.

Les outils Pindel et Breakdancer sont fortement employés dans la littérature pour conduire
une recherche de novo de variations génétiques et en particulier des délétions de séquences
nucléotidiques (Lu et al., 2017; Rajaby et Sung, 2018). lls ont été regulierement améliorés
par leurs concepteurs et sont complémentaires. Ces outils combinent les deux approches
choisies pour prédire des délétions associées a des ETs. Le programme Pindel met en ceuvre
la stratégie d’analyse basée sur «l’analyse de reads tronquées». Le programme

Breakdancer utilise la stratégie « d’analyse des paires de reads discordantes ».

Pour identifier des événements d’insertions a partir de données short reads, le logiciel
Mobster a été sélectionné. Celui-ci a été spécifiquement congu pour identifier des insertions
d’ETs entre un génome de référence et des données short reads en paires. Il utilise la
méthode « d’analyse de reads tronquées » et/ou une approche « d’analyse des paires de
reads ». Comme indiqué précédemment, 1’approche d’analyse de paires de reads n’a pas
¢été choisie pour détecter des insertions associées aux ETs. Ainsi, seule I’approche d’analyse

de reads tronguées a été employée avec cet outil.

Pour ces trois outils (Pindel, Breakdancer et Mobster), seules les indels associées a des ETS,
présentant une fréquence allélique supérieure a 10% et supportées par un minimum de 6

reads ont été considérées.
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2.3.  Outil sélectionné pour prédire des indels associées a des ETs a

I’aide de données long reads

Seulement trois outils ayant pour but la prédiction d’indels a 1’aide de séquences long reads
étaient disponibles lors de cette thése : LORTE (Disdero et Filée, 2017), SMRT-SV
(Huddleston et al., 2017) et SNIFFLES (Sedlazeck et al., 2018). SMRT-SV et SNIFFLES
ont été developpés pour identifier plusieurs types de variations génétiques, tandis que
LoRTE a été congu pour identifier des indels associées a des ETs.

SMRT-SV identifie des indels en utilisant I'assemblage d’un génome référent pour générer
un consensus & chaque region composée de variations. SNIFFLES identifie les reads
tronquées ou qui sont tres fortement discordantes lors de leur alignement sur le génome de

référence (Goerner-Potvin et Bourque, 2018).

Dans cette analyse, I’outil LORTE a été choisi en raison de sa spécificité vis-a-vis des ETS.
Cet outil utilise le génome référent de 1’espéce d’étude, des données long reads, ainsi

qu’une librairie des séquences référentes d’ETs de 1’espéce d’étude et leur annotation.

LoRTE utilise I’information des ETs connus (leurs séquences et leur annotation) afin
d’identifier la présence d’indels d’ETs dans les données long reads par rapport au génome
de référence. Cet outil est constitué de deux modules. Un premier permet de vérifier dans
les données long reads la présence ou 1’absence d’ETs aux positions indiquées dans
I’annotation du génome de référence. Ceci sert a identifier des événements de délétions. Un
second module permet 1’identification de nouvelles insertions dans les long reads par
rapport au génome de référence, en prenant en compte I’annotation des ETs et des
séquences référentes présentent dans la banque de données ad hoc. LORTE est
particulierement complémentaire a Mobster, car contrairement a ce dernier, il permet de
reconnaitre si I’ET inséré est un élément autonome ou non-autonome. Par contre, en raison
du fort taux d’erreur que présentent pour le moment les données de séquencage longs reads,

il ne permet pas de connaitre la séquence exacte de I’¢lément inséré.

Finalement, quatre outils ont été sélectionnés pour prédire des indels chez les souches
domestiquées. Un apercu de leurs approches, limites et avantages est proposé dans le
Tableau 7. Un tableau récapitulatif des outils sélectionnés dans ce chapitre est également

présenté en Annexe 2.
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Tableau 7 : Synthése des caractéristiques des outils choisies pour conduire les

prédictions d’indels associées aux ETs.

des indels

Données de
Outils Prédictions Approches Avantages Limites
séquengage
Analyse de
Short reads Délétions de Recherche de novo Prédictions a
Pindel reads
(paired-end) séquences des délétions vérifier
tronquées
Analyse de
Break Short reads Délétions de paires de Recherche de novo Prédictions a
dancer (paired-end) séquences reads des délétions vérifier
discordantes
Analyse de
Short reads Dédié aux Prédictions a
Mobster Insertions d’ETs reads
(paired-end) insertions d’ETs vérifier
tronquées
Dédié aux d’ETs et
Insertions et Analyse par permet de Le taux d’erreur
LoRTE Long reads
délétions d’ETS similarités connaitre la nature des long reads
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3. Prediction d’indels associées aux ETs et spécifiques

aux souches domestiquées de T. lutea

3.1. Prédiction d’indels associées a des ETs avec des outils utilisant des

données short reads

Dans un premier temps, des évenements d’indels ont été recherchés dans les données
génomiques de chacune des souches (Tiso-Arg, Tiso-LipidePlus, Tiso-lipideMoins) avec
les outils Pindel, Breakdancer et Mobster, par rapport au génome de référence de I’espéce
(Berthelier et al. 2018). Puis, les indels potentiellement spécifiques aux souches
domestiquées ont ét¢ identifés. La démarche est illustrée sous la forme d’un pipeline

Figure 50.

Prédiction de délétions associées a des ETs

Les outils Pindel et Breakdancer ont permis d’identifier 1441 et 72 d¢létions chez la souche
Tiso-Arg, 1485 et 84 délétions chez la souche Tiso-LipidePlus et 1450 et 82 délétions chez
la souche Tiso-LipideMoins. Les délétions communes entre les génomes respectifs des
souches domestiquées et celui de la souche sauvage ont ensuite été retirées (Figure 50).
Avec Pindel et Breakdancer, 553 et 34 délétions spécifiques ont été prédites pour le génome
de la souche Tiso-LipidePlus (Tableau 8). Esuite, 393 et 26 délétions spécifiques ont été

prédites pour le génome de la souche Tiso-LipideMoins (Tableau 8).

Tableau 8 : Résultats obtenus avec Pindel et Breakdancer pour les génomes des souches

Tiso-Arg, Tiso-LipidePlus et TisoLipideMoins.

Pindel Breakdancer
Nombre de Spécifique Spécifique Spécifique Spécifique
Total Total
délétions : inf. 150 bp | sup.a 150 bp inf. 150 bp | sup.a 150 pb
Tiso-Arg 1441 / / 72 / /
Tiso-LipidePlus | 1485 541 12 84 5 29
Tiso-
1450 382 11 82 5 21
LipideMoins

180



Chapitre 2

Alignement short reads
Tiso-Lipide[Plus ou Moins]/génome
de référence

0) Données Tiso-Arg/génome de |

Alignement short reads
référence

1) Détection
V[ Break ‘ Mobster S ‘ Mobster |
rea
| Pindel ‘ ‘ ‘ — ‘ Pindel | Break —
dancer Librairie et dancer Librairie et
annotation annotation
des d’ETs des d’ETs
Délétions Insertions d’ETs Délétions Insertions d’ETs
Tiso-Arg Tiso-Arg Tiso-Lipide[Plus ou Moins] Tiso-Lipide[Plus ou Moins]

2) Comparaison

‘ Comparaison

‘ Comparaison

Insertions d’ETs spécifiques
Tiso-Lipide[Plus ou Moins]

Délétions spécifiques
Tiso-Lipide[Plus ou Moins]

3) Curation PASTEC & i
ibrairie d’ Filtre
Librairie d ETs‘ BLASTN ‘

Délétions d’ETs Insertions d’ETs
spécifiques a spécifiques a
Tiso-Lipide[Plus ou Moins] Tiso-Lipide[Plus ou Moins]

Figure 50 : Illustration du pipeline employé pour prédire des indels associées a des ETs

qui sont spécifiques aux souches domestiquées.

0) L’alignement des short reads de la souche sauvage (Tiso-Arg) et d’'une des deux souche
domestiquées (Tiso-LipidePlus ou TisoLipideMoins) est réalisé indépendamment sur le
génome de référence. 1) Etape de détection : Les alignements sont soumis aux outils
Pindels et Breakdancer pour identifier des délétions et a Mobster pour identifier des
insertions. 2) Etape de comparaison : Les prédictions obtenues par Pindel et Breakdancer
sont combinées. Les prédictions de délétions et d’insertions identifiées chez les deux
souches ont été comparées (positions et tailles) et seuls les événements de délétions
spécifigues aux souches domestiquées ont été gardés. 3) Etape de curation: Les
séquences associées a une délétion et spécifiques a la souche domestiquée ont été
comparées a la librairie d’ETs autonomes de T. lutea avec BLASTn, puis soumises a PASTEC,
afin d’identifier celles correspondant a des ETs. Finalement, des prédictions d’indels

associées aux ETs et spécifiques a la souche domestiquée ont été obtenues.
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Ensuite, seuls les événements d’une taille de séquence supérieure a 150 pb ont été
considérés comme pouvant étre associés a des ETs (Tableau 8). Parmi ces prédictions, deux
délétions spécifiques a la souche Tiso-LipidePlus ont pu étre identifiées comme des
séquences d’ETs. Ces délétions présentent des terminaisons TIRs distinctes a leurs
extrémités. La premiere sequence est un ET non-autonome de la famille Ace (famille
caractérisee dans le chapitre 1) et la seconde correspond a un élément non-autonome d’une
nouvelle famille encore non-caractérisée et nommeée Shanks (Tableau 9). Cette nouvelle
famille a été caractérisée plus en détail dans une autre partie de ce chapitre
(cf. Chapitre 2 § 4.3). Concernant la souche Tiso-LipideMoins, aucune délétion spécifique

au génome de cette souche n’a été détectée.

Tableau 9 : Prédictions d’événements de délétions spécifiques a la souche Tiso-

LipidePlus.
Contig Début Fin Longeur Familles Outils Fréquence
(pb) ETs allélique (%)
Contig_142 | 46892 48002 1110 Shanks Pindel & 57
Breakdancer
. Pindel &
Contig_093 | 1613198 | 1614060 862 Ace 25
Breakdancer

Prédiction d’insertions associées a des ETs

Les nouvelles insertions d’ETs ont été prédites avec 1’outil Mobster. Celui-ci a été employé
avec une librairie de séquence des ETs autonomes de T. lutea identifiés dans le Chapitre 1
et leur annotation dans le génome. Il est a noter que les informations relatives aux éléments
appartenant a la famille Shanks ont été ajoutées dans la librairie et I’annotation. Ainsi, de
la méme facon que pour les délétions, des événements d’insertions ont pu étre identifiés
dans les génomes respectifs des souches Tiso-Arg, Tiso-LipidePlus et Tiso-LipideMoins,
par rapport au génome référence. Un total de 623 événements d’insertions a été identifié
pour le génome de Tiso-Arg, 755 pour le génome de Tiso-LipidePlus et 825 pour le génome

de Tiso-LipideMoins.

Les événements d’insertions spécifiques aux souches Tiso-LipidePlus et Tiso-LipideMoins
ont ensuite été recherchés en enlevant ceux étant communs a la souche Tiso-Arg, comme
énoncé précédemment (Figure 50). Avec cette méthodologie, 144 événements d’insertions
ont été détectés pour la souche Tiso-LipidePlus (Annexe 8) et 32 pour la souche Tiso-
LipideMoins (Annexe 9). Parmi ces insertions 141/144 (98%) et 26/32 (81%) sont prédites
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pour les familles d’ETs Ace, Luffy et Shanks (Annexes 8 et 9). La méethodologie de Mobster
ne permet pas de savoir si ces événements sont dus a la mobilité d’ETs autonomes ou non-
autonomes (Thung et al., 2014). Malgré les précautions et filtres utilisés, ces analyses sont
sujettes & des faux positifs.

Ainsi, les prédictions d’indels obtenues par ces trois outils seront validées par des méthodes

de PCR et/ou de re-séquencage.

3.2. Prédiction d’indels associées a des ETs avec un outil utilisant des

données long reads

L’outil LoRTE a été appliqué afin d’identifier des indels associées a des ETs a partir de
données long reads, et confirmer les prédictions obtenues par Pindel, Breakdancer et
Mobster. Dans un premier temps, il a été utilisé avec 1’annotation des ETs potentiellement
autonomes et la librairie des séquences correspondantes, en incorporant les informations
obtenues pour la famille Shanks. Dans un second temps, il a été employe avec une nouvelle
librairie contenant des potentielles séquences non-autonomes des familles Ace et Shanks,
ainsi que leur annotation dans le genome (cf. Chapitre 2 § 4.3).

Malgré I’identification de potentielles indels, 1’utilisation de LoORTE n’a pas été concluante.
Tout d’abord, aucune des deux délétions identifiées par Pindel et Breakdancer n’a été
identifiée par LORTE a partir des données long reads de la souche Tiso-LipidePlus. Ensuite,
parmi les 144 événements d’insertions prédits par Mobster pour la souche Tiso-LipidePlus,
LoRTE n’a identifi¢ que quatre de ces insertions (Tableau 10). Concernant la souche Tiso-

LipideMoins, aucune des 32 insertions prédites par Mobster n’a été détectée par LoRTE.

Ces résultats suggerent que 1’utilisation de LoRTE ne semble pas appropriée pour ce cas
d’étude. Il est plausible que la majorité des indels ne soient pas présentes dans ces données
long reads, en raison de leur faible fréquence dans la population et de la faible profondeur
des long reads obtenues. En effet, les événements d’insertions d’ETs prédites par 1’outil
Mobster présentent en moyenne une faible fréquence allélique estimée a 26% et 19%
respectivement, pour les souches Tiso-LipidePlus et Tiso-LipideMoins. Ce résultat indique
que ces variations genétiques sont présentes en minorité dans la population d’individus qui

constituent chacune de ces souches. Ainsi, ’absence d’une profondeur de séquengage
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suffisante (7X en moyenne) reste 1’hypothese la plus probable pour expliquer I’échec de
I’outil LoRTE dans notre analyse. Cette hypothese est d’autant plus crédible a la vue des
résultats d’efficacité de LoRTE par ses concepteurs (Disdero et Filée, 2017). Dans cette
¢tude réalisée sur I’espéce D. melanogaster, les auteurs ont montré que pour une profondeur
de 9X, la plupart des indels d’ETs homozygotes sont identifiées par LORTE (5/6 délétions
et 12/14 des insertions). En revanche, pour cette méme profondeur de séquencage, trés peu

d’indels d’ETs hétérozygotes ont pu étre identifiées (2/3 délétions et 6/22 insertions).

Les résultats obtenus par 1’utilisation de LoRTE sont décevants car les résultats de cet outil
pouvaient étre complémentaires a ceux de Mobster, Pindel et Breakdancer. En effet,
LoRTE aurait pu nous permettre de confirmer les résultats issus des autres outils utilisés,

mais également d’identifier de nouvelles indels.

Parmi les indels détectées par LORTE, quatre évenement d’insertions sont similaires aux
prédictions de Mobster pour le génome de la souche Tiso-LipidePlus. Ces insertions
correspondent a des ETs non-autonomes des familles Ace et Shanks et a un élément
autonome de la famille Luffy. Bien gque ce résultat indique un poids supplémentaire dans la
dynamique de ces familles d’ETs, les résultats de LoORTE ne peuvent pas confirmer Si ces
insertions sont spéciques a cette souche domestiquée. Ceci devra étre validé ultérieurement

par des méthodes de PCR et/ou de re-séquencage.
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Tableau 10 : Prédictions d’événements d’insertions consensus entre LoRTE et Mobster

pour la souche Tiso-LipidePlus.

Nombre de reads

Position Taille Famille . )
Contigs soutenant l'insertion
Insertions insertions ETs
LoRTE Mobster
Contig_139 1732637 2966 Luffy 1 8
Contig_173 1833115 1214 Ace 1 14
Contig_162 330582 3317 Shanks 2 5
Contig_041 117447 3310 Shanks 2 12
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4. ldentification des ETs les plus dynamiques dans les

génomes des souches domestiquées de T. lutea

A partir des prédictions d’indels obtenues par Mobster, Breakdancer et Pindel, la proportion
des différentes familles d’ETs potentiellement mobiles a été établie pour les deux souches
domestiquées Tiso-LipidePlus et Tiso-LipideMoins.

4.1. Proportion des familles d’ETs associées a des indels

Pour le génome de la souche Tiso-LipidePlus, 146 indels spécifiques (144 insertions et 2
délétions) ont été prédites et 99% (144 indels) sont associées a des ETs de Classe Il
(Figure 51 et Annexe 8). La majorité des indels correspondent a la famille TIR hAT Ace
(82% soit 119 indels). De potentielles insertions ont aussi été attribuées a la famille Shanks
(10% soit 15 indels), a la famille TIR Mariner Luffy (6% soit 9 insertions) et une insertion
serait liée a la famille de TIR Harbinger7 (1% soit 1 insertion). Enfin, deux familles de
rétrotransposons LTR, Gypsyl et Gyspsy2 sont associées a 1% des insertions (1 insertion

détectée respectivement pour Gypsyl et Gyspsy2).

Chez le génome de la souche Tiso-LipideMoins 32 potentielles insertions spécifiques ont
été détectées. Elles sont aussi pour la plupart attribuées a des éléments de Classe 11 (81%
soit 26 insertions) (Figure 51 et Annexe 9). La majorité de ces potentielles insertions
correspondent a des éléments appartenant a la famille TIR hAT Ace (66% soit 21
insertions). Des insertions sont aussi prédites pour la famille d’éléments TIR Mariner Luffy
(13% soit 4 insertions) et seulement une insertion est associée a la famille TIR hAT Shanks.
Des insertions correspondantes aux familles de Classe | LTR Gypsy1 (3 insertions), Gypsy2
(2 insertions) et Copia6 (3%) ont aussi été prédites.
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a | Tiso-LipidePlus b | Tiso-LipideMoins
1% 1% %
6% %
a% 3%
10% BAce O Ace
O Shanks
3% B [ uffy
WLuffy O Shanks
M Harbinger7 130 B Gypsy1
W Gypsy1 B Gypsy?
BGypsy2 W Copiat
82% 66%

Figure 51 : Pourcentage d’indels associées aux familles d’ETs dans le génome des deux

souches domestiquées de T. lutea.

Pourcentage d’indels associées aux familles d’ETs, a) chez la souche domestiquée Tiso-

LipidePlus, b) chez la souche domestiquée Tiso-LipideMoins.
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4.2. Activité prépondérante de trois familles d’ETs

Au sein des indels prédites chez les souches domestiquées, la majorité est issue d’éléments
de la Classe Il (95% Classe Il vs 5% Classe ). Celles-ci sont principalement attribuées a
trois familles de TIR: Ace, Shanks et Luffy (Figure 51). L’activité de Luffy et Ace a été
précedemment identifiée chez T. lutea, a partir de données transcriptomiques et
protéomiques obtenues en conditions d’un stress nutritif en azote (Berthelier et al 2018).
Ainsi, I’identification d’indels associées a ces familles d’ETs dans les génomes respectifs
de ces deux souches domestiquées soutient la potentielle mobilité d’éléments associés a ces
familles, comme suggéré dans le Chapitre 1. Dans ce second chapitre, une nouvelle famille
d’ETs a été identifiée chez T. lutea nommée Shanks. Celle-ci semble aussi particulierement

active.

Un plus grand nombre d’insertions a été prédit pour ces éléments TIR par rapport au
nombre de délétions. Cette différence pourrait suggérer que les transpositions de ces
éléments sont réalisées lors d’événements de réplication et/ou réparation de I'ADN.
En effet, il est décrit dans la littérature que lorsque la transposition d’un ET appartenant a
I’Ordre des TIR est réalisée a partir d'une chromatide nouvellement répliquée vers un site
non répliqué, cela permet le gain d’une copie de 1’élément (Feschotte et Pritham, 2007). Ce
comportement a été documenté pour 1’élément hAT Ac chez le mais. Il s'explique par la
liaison préférentielle de la transposase Ac aux sites de liaisons hémi-méthylées (Ros et
Kunze, 2001). Enfin, il est également possible qu’a la suite de I’excision d’un élément TIR,
une copie de celui-ci soit générée au niveau de sa position d’origine par 1’intervention des
mécanismes de réparation de I’ADN. En effet, si I'ET qui a été excisé sur 1’un des deux
chromosomes est présent sur le chromosome homologue, la réparation de 1’excision par
recombinaison homologue peut entrainer la reintroduction du transposon sur le site donneur
(Feschotte et Pritham, 2007). Chez D. melanogaster, les transposons P ont leur nombre de
copies qui augmente avec ce type de mécanisme (Engels et al., 1990). Enfin, il est probable
qu’une grande partie de ces mutations soit causée par des amplifications de MITE. Pour
exemple, le génome du riz contient des milliers de copies de MITE qui peuvent étre

déplacées en trans par des éléments autonomes (Feschotte, 2005).

En raison de leur activité préepondérante, une caractérisation détaillée des familles Luffy,
Ace et Shanks a été réalisée.
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4.3. Caractérisation des familles d’ETs les plus dynamiques

La famille Luffy

Dans le génome de référence de T. lutea, 20 copies d’éléments potentiellement autonomes
appartenant a la famille Luffy ont été identifiées. Parmi elles, 12 copies sont identiques et
possedent une taille de 2 568 pb. Des éléments non-autonomes associés a cette famille ont
été recherchés avec I’outil TEannot (Quesneville et al., 2005), mais aucune séquence n’a
été identifiee. En revanche, un élément de grande taille (5 129 pb) a été détecté. Celui-ci
est en réalité composé de deux copies juxtaposées. Cette chimere peut découler d’un
événement de duplication d’une des copies ou d’une éventuelle transposition enchassée.
Concernant les terminaisons TIRs de la famille Luffy, celles-ci sont constituées de 14 pb.
Chacune des terminaisons est bordée par des TSD « TA », ce qui suggere que cette famille
d’ET appartient a la Superfamille TIR Mariner comme proposé préecédemment (Berthelier
et al., 2018). Un ORF unique de 463 AA a été identifié pour les ETs autonomes de cette
famille (ORFfinder, www.ncbi.nlm.nih.gov/orffinder/) (Figure 52). En revanche, aucun
domaine protéique n’a été identifié avec Pfam pour cet ORF (Finn et al., 2011). L’outil
HHpred (So6ding, 2005; Zimmermann et al., 2018) apporte, quant a lui, une prédiction de
97% pour la transposase du TIR Mariner Mos apparentée au génome de 1’organisme
Drosophila mauritiana (Annexe 10) (Medhora et al., 1991). Cet ORF a ensuite été comparé
a la base de données Repbase avec 1’outil Censor (Kohany et al., 2006). Ce dernier partage
une similarité de 35% avec 1’¢lément Mariner-12_HM appartenant a ’espece Hydra
vulgaris (Annexe 10). Une analyse d’alignement global indique que les transposases de ces
deux éléments partagent un faible pourcentage d’identité de 22% (Annexe 10) (Geneious,
Kearse et al., 2012). Enfin, la séquence protéique de la transposase de Luffy a été comparée
avec tBLASTx a des assemblages de génomes d’Haptophytes disponibles (E. huxleyi,
Pavlovales sp. et C. tobin, Annexe 1). Dix-huit séquences similaires ont été détectées dans
le génome de Pavlovales sp., ainsi qu’une séquence similaire dans le génome de E. huxleyi
(Annexe 11).
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La famille Ace

La famille Ace est composée de trois copies potentiellement autonomes dans le génome de
T. lutea, partageant 99% d’identité et d’une taille moyenne de 2 589 pb. Des éléments non-
autonomes associés a cette famille ont été recherchés a 1’aide de I’outil TEannot et 92
séquences potentielles ont été identifiées. Ces séquences ont des tailles comprises entre 243
et 1 631 pb et deux terminaisons TIR similaires & la famille Ace. Les terminaisons TIRs des
éléments de cette famille ont une longueur de 12 pb et sont bordées de TSD de taille de 8
bp. Ainsi, cette famille d’ETs appartient a la Superfamille TIR hAT comme proposé
précédemment dans le Chapitre 1 (Berthelier et al., 2018). Les éléments autonomes de la
famille Ace codent pour un unique ORF de 713 AA (Figure 52) dans lequel deux domaines
protéiques (PF04937 et PF05699) ont été identifiés par 1’outil Pfam (Annexe 10). Ces deux
domaines sont associés a la Superfamille des TIR hAT. Enfin, le programme HHpred a
permis d’obtenir une prédiction de 100% pour une transposase de 1’élément TIR hAT
Hermes de I’organisme Musca domestica (Annexe 10) (Warren et al., 1994). Cet ORF a
ensuite été comparé a Repbase avec 1’outil Censor et une similarité de 29% a été identifiée
pour 1’élément hAT-7_ATr appartenant a 1’espéce Amborella trichopoda (Annexe 10).
L’analyse de I’alignement global indique que les transposases de ces €léments partagent
entre elles un pourcentage d’identité de 14% (Annexe 10). Enfin, la séquence protéique de
la transposase de Ace a été comparée a des assemblages de génomes d’Haptophytes, comme
indiqué précedement pour Luffy. Un élément potentiel similaire a Ace a été identifié dans

les génomes respectifs des Haptophytes C. tobin et E. huxleyi (Annexe 11).
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La famille Shanks

Dans le génome de T. lutea, 30 séquences de cette famille ont été identifiées comme
potentiellement autonomes. Celles-ci partagent une identité de 99.9% et une taille moyenne
de 6 791 pb. A I’aide de I’outil TEannot, 85 potentiels ¢léments non-autonomes associés a
cette famille ont été détectés. La taille de ces éléments varie de 462 a 3 049 pb. Ces
séquences présentent des terminaisons TIRs similaires aux éléments autonomes. Les
éléments qui constituent cette famille présentent des terminaisons TIRs d’une taille de 16
pb et une taille de TSD de 7 pb. Les copies potentiellement autonomes de cette famille
codent respectivement pour deux ORF de 796 AA et 580 AA (Figure 52). Ces deux ORF
ont été analysés avec les outils HHpred et Pfam. Aucun résultat n’a été obtenu avec Pfam.
En revanche, HHpred donne une prédiction de 93% pour I’ORF1 par rapport a la
transposase de 1’élément TIR hAT Hermes présent chez M. domestica (Annexe 10)
(Warren et al., 1994). Les deux ORF de Shanks ont ensuite été comparés a Repbase. Cette
analyse montre que ces ORF présentent tous deux une similarité d’environ 29% avec
I’élément hATw-1_BF de 1’organisme Branchiostoma floridae (Annexe 10). Des
alignements globaux ont été réalises et les ORF 1 et 2 présentent tous les deux un faible
pourcentage d’identité d’environ 15% par rapport a la transposase de 1’élément hATw-
1 BF. L’élément hATw-1_BF correspond a un sous-groupe de hAT dans la base de
données Repbase, nommé hATw (Annexe 10). Ce sous-groupe de hAT est composé de 17
éléments ayant la particularité de générer des TSD de 7 pb, tout comme la famille Shanks.
Il est ainsi possible que la famille Shanks soit, d’une certaine fagon, liée a ce sous-groupe
atypique. Les séquences protéiques des deux ORF de Shanks ont été comparées a des
assemblages de génomes d’Haptophytes, comme indiqué precedement. Cette analyse a
permis d’identifier une séquence similaire dans le génome de C. tobin et 12 copies d’une
potentielle famille semblable & Shanks dans le génome de E. huxleyi (Annexe 11). Les
sequences identifies chez E. huxleyi sont présentes sur NCBI et ne possedent aucune

fonction prédite. Leur nature était jusqu’alors probablement inconnue.
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Bilan de la caractérisation des familles d’ETs Luffy, Ace et Shanks

L’ensemble de ces résultats confirme que les éléments autonomes des familles Luffy, Ace
et Shanks présentent bien des ORF codant pour des transposases et différentes signatures
structurelles confirmant leur appartenance a 1’Ordre des TIR et aux Superfamilles Mariner
et hAT, respectivement. Le faible pourcentage de similarité de leur transposase respective,
par rapport a celles des TIR Mariner ou hAT qui sont répertoriées dans la banque de
données Repbase, confirme la divergence de ces éléments par rapport a ceux appartenant a
d’autres phylum. Au contraire, des séquences semblables, correspondant probablement a

des d’ETs, ont pu étre détectées dans les génomes d’autres Haptophytes.

Cette caractérisation a également permis d’identifier un grand nombre d’éléments non-
autonomes pour les familles Ace et Shanks. Ces éléments pourraient avoir participé de
maniére importante a la dynamique du génome des souches domestiquées de T. lutea.
En effet, les deux délétions prédites par les outils Breakdancer et Pindels pour la souche
Tiso-LipidePlus correspondent a des ETs non-autonomes de ces familles. De méme, trois
événements d’insertions identifiés par LORTE et communs aux prédictions de Mobster

correspondent & des éléments non-autonomes de Ace et Shanks (Tableau 10).

Pour la famille Luffy, la recherche d’éléments non-autonomes avec le programme
d’annotation TEannot n’a pas été concluante. Ceci suggere que les indels prédites pour
cette famille sont causées uniquement par des ETs autonomes. De méme, LORTE a prédit
un événement d’insertion commun a Mobster pour la famille Luffy et celui-ci est associé a
un élément autonome (Tableau 10). L’ensemble de ces hypothéses reste cependant a étre

validé par PCR et/ou re-séquencage.
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Luffy

TIR ORF (463 aa) TIR

{14 pb) (14 pb}
Ace
2589 pb ‘ | Transposase ‘ 8 pb

TIR ORF (713 aa) TIR

(12pb) (12 pb)
Shanks
TIR ORF1 (796 aa) ORF2 (580 aa) TR
(16 pb) (16 pb)

Figure 52 : Représentation schématique des séquences autonomes des familles Luffy,

Ace et Shanks.
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5. Existe-t-il un lien entre les indels associées aux ETs et

les phénotypes des souches domestiquées ?

Cette étude a permis de prédire plusicurs événements d’indels associées a des ETSs,
specifiques aux souches Tiso-LipidePlus (146 indels) et Tiso-LipideMoins (32 insertions).
Il est maintenant bien établi que les d’ETs peuvent impacter 1’expression et/ou la fonction
des génes, par exemple en s’insérant & I’intéricur ou a proximité de ceux-ci (Casacuberta
et Gonzalez, 2013). Afin d’établir une éventuelle relation entre la position des différentes
indels et les phénotypes observés (Tiso-LipidePlus et Tiso-LipideMoins) une analyse de

I’ensemble des génes pouvant étre impactés par ces variations génétiques a été réalisée.

5.1. Recherche de genes potentiellement impactés par les indels

Les genes situés a proximité d’indels (situées entre + 1000 et - 1000 pb de la position d’un
géne) ont été recherchés dans le génome de référence de T. lutea (Berthelier et al. 2018).
Parmi les 146 événements d’indels prédites chez la souche Tiso-LipidePlus, 70 insertions
et 2 délétions sont situées a proximité d’un geéne. Parmi ces geénes, 41 ont une annotation
fonctionnelle automatique qui est associée a une ontologie (identifiée par le programme
BLAST2GO, Conesa et al., 2005; Berthelier et al., 2018). Une analyse similaire a été
conduite chez la souche Tiso-LipideMoins et parmi les 32 potentielles insertions détectées,

10 sont situées a proximité d’un gene et possedent une fonction prédite.

Différents termes GO (ontologie de géne) correspondant a deux processus biologiques ont
été recherchés (Tableaux 11 et 12) afin d’identifier les genes candidats dont la fonction

peut étre liée aux phénotypes lipidiques affichés par ces souches :

- le terme « lipid » en raison du caractére spécifique en lipides neutres de ces deux

souches domestiquées.

- le terme « Catabolic » car une accelération ou une diminution du catabolisme des
lipides neutres pourrait expliquer les caracteres lipidiques des souches domestiquées
(Carrier et al. 2014 ; Garnier et al. 2016).
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Tableau 11 : Liste des génes candidats pour la souche Tiso-LipidePlus.

Les enzymes prédites pour ces génes sont associées aux GO (ontologie de géne) « Lipid »

et « Catabolic ». Les prédictions concernant les noms de I'enzyme et les GO ont été

réalisées par BLAST2GO.

Fréquence
Famille Position | Géne Enzyme Position
indels allélique Contigs GO
d’ETs indels ID prédite indel/géne
(%)
46892- Amont
Shanks Del 27 142 15006 | Lipase Class 3 Lipid
48002 (-50 pb)
Lipid, L.
Shanks In 23 16 260041 13322 Arylsulfatase Intérieur
Catabolic
Cyclin-
Lipid, Amont
Shanks In 28 86 172454 10131 dependent
Catabolic (-511 pb)
kinase A-1
Acyl-lipid (8- Amont
Ace In 29 86 411209 | 10190 Lipid
3)-desaturase (-819 pb)
Acyl-[acyl-
carrier-
protein]--
Amont
Ace In 27 162 603564 08455 UDP-N- Lipid
(-789 pb)
acetylglucosa
mine O-acyl
transferase
Sphingolipid
Amont
Ace In 26 68 75062 11876 delta(4)- Lipid
(-954 pb)
desaturase
40S ribosomal Aval
Ace In 64 170 217539 13807 Catabolic
S8 (+819 pb)
Proteasome
Aval
Shanks In 47 127 894448 03165 subunit beta Catabolic
(+729 pb)
type-2
60S ribosomal Amont
Ace In 38 189 830328 06146 Catabolic
L10-2 (-324 pb)
Cystathionine
Amont
Luffy In 37 179 341961 09731 gamma- Catabolic
(-27 pb)
synthase
Aval
Ace In 27 97 1811743 02964 na Catabolic
(+853 pb)

195




Chapitre 2

Tableau 12 : Liste des génes candidats pour la souche Tiso-LipideMoins.

Les enzymes prédites pour ces génes sont associées aux GO (ontologie de géne) « Lipid »,

« Catabolic ». Les prédictions des enzymes et de GO ont été réalisées par BLAST2GO.

Fréquence Position
Famille Position | Gene Enzyme
Indels allélique Contigs GO indel/géne
d’ETs Indels ID prédite
(%)
1-
acylglycerol
-3-
Aval
Shanks In 20 142 157577 15024 phosphate Lipide
(+935 pb)
O-
acyltransfer
ase
1-
phosphatid
. Aval
Luffy In 37 500851 ylinositol-4- Lipid.
23 10464 ipide (+124 pb)
phosphate
5-kinase
60S
Gypsy1 In 11 89 35380 | 09514 | ribosomal | catapolic | AMOM
(-697 pb)
L27a
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5.2.  Analyse des génes candidats associés au métabolisme des lipides

neutres

Chez la souche domestiquée Tiso-LipidePlus, onze génes candidats codent pour des
protéines liées au métabolisme des lipides et aux processus cataboliques. Apres
vérification, quatre génes sont impliqués dans la synthése des lipides
membranaires (prédictions : Arylsulfatase, Cyclin-dependent kinase A-1, Acyl-[acyl-
carrier-protein]--UDP-N-acetylglucosamine O-acyl transferase et Sphingolipid delta(4)-
desaturase ; Tableau 11) et deux peuvent étre associes a la synthése des lipides neutres :
une lipase (prédiction : Lipase Class 3) et une désaturase d’acide gras (prédiction : Acyl-
lipid (8-3)-desaturase). Concernant la souche Tiso-LipideMoins, 1’analyse n’a pas été
concluante car aucun géne ne participe a la synthese des lipides neutres. Deux genes
participent a la synthése des lipides membranaires (prédictions : 1-acylglycerol-3-
phosphate O-acyltransferase et 1-phosphatidylinositol-4-phosphate 5-kinase ; Tableau
12).

Les deux genes candidats identifiés dans le génome de la souche domestiquée Tiso-
LipidePlus ont été examinés plus en détail, afin d’estimer quel impact leur modification

pourrait causer au niveau du métabolisme des lipides neutres de T. lutea.

Geéne candidat 1: lipase

Une délétion d’un ET non-autonome de la famille Shanks a été prédite par Pindel et
Breakdancer, en amont d’un géne codant pour une lipase (Tableau 11). Les lipases sont
associees au métabolisme des lipides neutres car elles participent a ’hydrolyse de ces
molécules. En effet, elles réalisent la libération de trois molécules d’acides gras ainsi que
d’une molécule de glycérol qui compose les TAG. Les lipides neutres sont majoritairement
constitués de TAG. Ainsi, chez ’homme et la drosophile, la déficience de I’expression de
génes codants pour des lipases est associee a des phénotypes accumulant plus de TAG par

rapport aux organismes controles (Gronke et al., 2005; Zimmermann et al., 2018).

197



Chapitre 2

Le role des lipases a également été étudié chez les microalgues (Nomaguchi et al., 2018).
Chez les Diatomée T. pseudonana et P. tricornutum, des études ont montrées que la
répression de genes codant pour des lipases conduit a une augmentation de 1’accumulation
de lipides neutres (Trentacoste et al., 2013; Barka et al., 2016).

Chez les Haptophytes, 1’expression de génes codants pour des lipases a précédemment été
rapportée pour les espéces Isochrysis galbana et T. lutea (Godet et al., 2012; Carrier et al.,
2014). Dans cette derniére étude, les auteurs ont comparé le nombre de transcrits respectifs
pour les génes d’une souche domestiquée de T. lutea (accumulant plus de lipide) et la
souche sauvage d’origine (Tiso-CCAP927/14). Ils ont identifié la présence de trois genes
codant pour des lipases et ont montré que I’un d’entre eux est sous-exprimeé chez la souche

domestiquée de T. lutea. Ceci a été confirmé par RT-qPCR (Carrier et al., 2014).

A partir des données transcriptomiques de cette précédente étude, il a été possible
d’identifier que le géne détecté ici n’est pas le méme que celui identifié par Carrier et al.
(2014). Cependant, ce géne est aussi exprimé dans un transcriptome issue de la souche
sauvage Tiso-CCAP927/14 (Carrier et al., 2014).

Ainsi, la délétion de Shanks a proximité d’un géne codant pour une lipase pourrait réprimer
I’expression de celui-ci, donnant lieu & une diminution de I’hydrolyse des TAG et

conduisant a leur suraccumulation dans la souche Tiso-LipidePlus.

Gene candidat 2 : désaturase

L’insertion d’un ETs associé a la famille Ace a été prédite en amont d’un gene codant pour
une désaturase d’acide gras (Tableau 11). Apres avoir comparé ce géne sur NCBI, celui-ci
a été précédemment caractérisé chez Isochrysis galbana, Isochrysis sphaerica et T. lutea
(BLASTX, 100% identique a AFJ74710.1). Ce gene code pour une enzyme désaturase
delta-4 qui participe a la conversion des acides gras polyinsaturés DPA en DHA (Pereira et
al., 2004; Shi et al., 2012; Guo et al., 2013; Huerlimann et al., 2014). L’insertion d’un ET
en amont de ce géne pourrait éventuellement changer I’expression de celui-ci et participer

ainsi a la diminution ou a I’augmentation de la synthése de DHA.

Chez la Chlorophyte C. reinhardtii, une analyse de genétique comparative a été réalisée

entre une souche sauvage et une souche mutante, présentant une réduction d’accumulation
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de 65% d’acides gras omega-3 par rapport a la souche sauvage dont elle est issue (Nguyen
et al., 2013). Aprés introspection, les auteurs ont identifié 1’insertion d’un ET au niveau de
la région promotrice d’un géne codant pour une désaturase. La restauration du promoteur
de celui-ci a permis de rétablir un profil d’acide gras équivalent a celui de la souche sauvage
(Nguyen et al., 2013). L’insertion d’un ET en amont d’un géne codant pour une désaturase
pourrait ainsi impacter 1’accumulation des acide gras chez la souche Tiso-LipidePlus.
Cependant, le lien entre cette mutation et le phénotype de suraccumulation lipidique n’est

pas manifeste et nécessite des expériences complémentaires.

En raison d’un manque de temps, la confirmation de la spécificité de ces deux événements
d’indels associées a des ETs et I’analyse de 1’expression différentielle de ces deux geénes
candidats n’a pu étre achevée lors de I’écriture de ce manuscrit. Cependant, cette

expérimentation est actuellement en cours de réalisation au laboratoire PBA.
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6. Conclusion

Les ETs participent & la dynamique du génome des souches domestiquées de T. lutea

Cette étude a permis de mettre en évidence la dynamique d’ETs dans le génome des souches
domestiquées par rapport au génome de la souche sauvage dont elles sont issues. En effet,
146 potentielles indels ont été identifiées chez la souche Tiso-LipidePlus et 32 chez la
souche Tiso-LipideMoins. Pour ces deux souches, trois familles appartenant a 1’Ordre des
TIR présentent une dynamique dominante : les familles Mariner Luffy, hAT Ace et hAT
Shanks. L’ensemble de ces analyses supportent ainsi les résultats du premier chapitre de
cette thése. En effet, les familles Ace et Luffy ont précédemment été identifiées comme
potentiellement actives (Berthelier et al., 2018). Ce résultat indique que la méthode
employée dans le Chapitre 1 est bien adaptée. Ensuite, une nouvelle famille d’ETs nommée
Shanks, a été découverte dans ce Chapitre 2 et n’avait pas été caractérisée dans le
Chapitre 1. Ceci confirme la complexité d’identifier de fagon automatique les ETs dans le
génome d’un organisme non-modele, ainsi que le manque important de séquences d’ETs
dans les banques de données, en particulier pour les Phylum peu étudiés comme celui des
Haptophytes. Il est probable que d’autres éléments atypiques n’aient pas encore été
caractérisés dans le génome de T. lutea. Enfin, la confirmation de ces événements d’indels
reste tout de méme a valider a I’aide d’une amplification par PCR et/ou le re-séquengage

des régions prédites.

Existe-t-il un lien entre les indels et les phénotypes des souches domestiquées ?

Dans I’hypothése ou les prédictions d’indels associées aux ETs seraient responsables du
caractére amélioré de ces souches, les génes proches de leurs positions ont été recensés.
Ceux dont la fonction predite est impliquée dans la voie métabolique des lipides neutres
ont été examinés. Tandis que aucun géne candidat n’a été identifié pour la souche Tiso-
LipideMoins, deux potentiels genes candidats, une lipase et une desaturase, ont été

identifiés pour la souche Tiso-LipidePlus.
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Existe-t-il un lien entre PPorigine des souches domestiquées et le nombre d’indels

associées aux ETs ?

Quatre fois plus d’indels associées aux ETs ont été prédits dans le génome de la souche
Tiso-LipidePlus par rapport a celui de la souche Tiso-LipideMoins. Ce différentiel pourrait
étre lié a ’origine des souches. En effet, tandis que la souche Tiso-LipideMoins a été
obtenue a I’issue d’un programme d’amélioration composé uniquement d’étapes de
sélection, la souche Tiso-LipidePlus a été obtenue par un programme comportant deux
étapes de sélection et deux étapes de mutagénése par rayons ultraviolets. Les rayons UV
sont connus pour induire I’expression des ETs chez des organismes eucaryotes
multicellulaires tels que le mais, la drosophile ou le melon Cucumis melo (Walbot, 1992;
Ramallo et al., 2008; Jardim et al., 2015), mais également chez 1’organismes unicellulaires
Saccharomyces cerevisiae (Rolfe et al., 1986). Il est ainsi probable qu’une partie des indels
associees aux ETs dans le génome de la souche Tiso-LipidePlus ait été genéré lors des
étapes de mutagénese par rayonnements UV. Néanmoins, les données de séquencage a
disposition proviennent des souches actuellement en collection au laboratoire PBA. Des
prélévements d’échantillons n’ont pas été réalisés avant et apres les étapes de mutagénese.
Cela permettrait d’attester cette hypotheése. La réalisation d’une nouvelle expérimentation

serait donc nécessaire pour le vérifier.
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Dans la littérature, la microalgue T. lutea tend a devenir une espéce modele des
Haptophytes. En effet, de nombreuses études éco-physiologiques, biochimiques et

« omiques » s’accumulent de plus en plus a son sujet.

L’objectif de ce travail était d’initier la premiére étude de la dynamique du génome de

I’haptophyte Tisochrysis lutea, a travers 1’étude des ETs.

Chez les Haptophytes, peu de travaux ont été réalisés sur ces séquences d’ADN mobiles
(Read et al., 2013). Ainsi, ce travail compilant la diversité, I’activité et la dynamique des
ETs dans le génome de la microalgue T. lutea ouvre a de futures recherches fondamentales,

appliquées et environnementales.
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Le génome de T. lutea abrite une grande variété de familles d’ET's

Le premier objectif de cette thése a été de réaliser une annotation exhaustive des ETs
présents dans le génome de la microalgue T. lutea, et en particulier, d’identifier des
éléments potentiellement autonomes. A cette occasion, un nouvel assemblage du génome
de T. lutea a été établi et un nouveau pipeline d’analyse nommé PiRATE a été créé. Ce
pipeline a été congu dans 1’idée d’identifier le plus exhaustivement possible les ETs chez
des especes non modeles et d’identifier en priorité les éléments autonomes complets. Le
pipeline PIRATE a été publié et présenté dans plusieurs congres, notamment lors de la
session « Digital Tools » du Plant and Animal Genomes Conference XXVI et a été cité
dans le « meeting report » de celui-ci (Beiki et al., 2018). Enfin, une seconde version
incorporant une amélioration de son étape de classification est actuellement en préparation

et sera prochainement publiée.

Dans le premier chapitre de cette these, une grande variété de familles d’ETs appartenant a
la Classe | (LTR, LINE et SINE) et a la Classe 1l (TIR) ont été détectees dans le génome
de T. lutea. Suite a ’annotation des séquences répétées, nous avons estimé que 20% du
génome de T. lutea est constitué d’ETs bien caractérisés et que 18% est constitué
d’éléments répétés encore non caractérisés (Berthelier et al., 2018). La caractérisation de la
famille Shanks dans le Chapitre 2 en est un bon exemple. Considérant le faible nombre
d’études visant 1’identification et la classification des ETs chez les microalgues, il est

plausible que les génomes de microalgues abritent des ETs atypiques.

Il serait ainsi pertinent de conduire une étude a grande échelle visant I’identification des
ETs chez les espéces de microalgues. Une centaine d’assemblage de géenomes d’espéces
différentes sont actuellement disponibles (Annexe 1). Cette analyse permettrait de
comparer la diversité et la proportion des ETs dans les génomes d’espéces de différents
phylums. L’obtention d’une banque de données d’ETs et de séquences répétées spécifiques
aux microalgues permettrait d’améliorer 1’efficacité des outils de classification des

pipelines existants.

Ensuite, I’é¢tude de la diversité des ETs chez les microalgues pourrait aider & mettre en
évidence la présence de potentiels événements de transferts horizontaux d’ETs entre les
génomes de microalgues. De plus, considérant que celles-ci vivent en consortium avec des
virus, il serait intéressant d’explorer si de tels transferts pourraient subvenir par

I’intermédiaire de ces derniers.
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Découverte d’éléments actifs chez T. lutea
Le second objectif de la theése a été d’étudier I’activité des ETs dans le génome de T. lutea.

L’activité potentielle de 17 familles d’é¢léments de Classe I et Classe II a tout d’abord été
révélée en condition de culture limitée en azote (Chapitre 1). Parmi ces éléments, les
familles Luffy et Ace ont été identifiées parmi les trois transcrits les plus abondants chez
T. lutea, suggérant la présence de plusieurs copies actives. Leur expression respective a été
également détectée en condition de forte concentration en iode (Hernandez Javier et al.,
2018). Ensuite, les transposases respectives de ces deux familles d’éléments ont été
identifiées dans un protéome de T. lutea obtenu en condition de limitation en azote. Ces
résultats confirment la capacité d’expression de ces ¢léments et la synthése de leur

transposase par la machinerie cellulaire de cette microalgue.

L’expression de ces deux familles d’éléments (Luffy et Ace) indique que celles-ci pourraient
étre actives lors de conditions de stress (limitation en azote et/ou iode). Cependant, le
mangue de conditions contrbles ne permet pas de confirmer ces hypotheses. Il serait ainsi
intéressant de comparer 1’expression de ces éléments par RT-gPCR lors de conditions de
stress vis-a-vis d’une condition contrdle (Maumus et al., 2009; Egue et al., 2015; Chen et
al., 2017a).

Les ETs participent a la dynamique du génome de T. lutea

Dans cette étude, la dynamique des ETs dans deux souches domestiquées de T. lutea
nomées Tiso-LipidePlus et TisoLipideMoins a été analysée par la comparaison de leur
génome respectif a celui de leur souche sauvage d’origine. Cette exploration a conduit a la
découverte d’un grand nombre de potentielles indels (146 et 32) associées a des ETs de
Classe | et Classe Il spécifiqgues a ces deux souches. Néanmoins, I’implication
prépondérante de trois familles de Classe Il a été distinguée. Celle des familles Luffy et Ace,
qui on été identifié lors du Chapitre 1, et celle d’une nouvelle famille d’ETs nommée

Shanks, caractérisee lors du Chapitre 2.

Considérant le grand nombre d’éléments non-autonomes associés aux familles Ace et
Shanks, il est probable qu’une part importante des indels prédites dans le génome de ces

souches ait pour origine 1’activité de ce type d’éléments.
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Il apparait donc que les familles Luffy, Ace et Shanks participent fortement a la dynamique
des génomes des souches domestiquées et de maniere générale a la plasticité du génome de

I’espéce T. lutea.

Quel est Pimportance de ’activité des ETs dans un contexte d’amélioration des

microalgues ?

Il est envisageable que les indels associées aux ETs et qui sont spécifiques aux deux
souches domestiquées de T. lutea puissent avoir un lien avec les différents programmes

d’amélioration appliqués a la souche d’origine. Deux scénarios sont envisageables :

Dans un premier scénario, il est probable que les ETs aient été mobilisés durant
I’application des programmes d’amélioration. En effet, les indels associées aux ETs qui ont
été prédites dans le génome de la souche Tiso-LipidePlus issue d’un programme
d’amélioration de « mutation-sélection » sont quatre fois plus nombreuses par rapport au
génome de la souche Tiso-LipideMoins issue d’un programme d’amélioration par
« sélection ». Ce constat pourrait suggérer un effet important de 1’étape de « mutation »
operée par des radiations UV sur I’activité des ETs. L’induction de I’activité des ETs par
les UV est connue chez d’autres organismes (Rolfe et al., 1986; Ramallo et al., 2008). L’UV
pourrait constituer un stress pertinent pour induire 1’activité des ETs de T. lutea et ainsi
favoriser 1’apparition d’un large panel de mutations. Ensuite, étant donné que le caractére
phénotypique amélioré des souches domestiquées est conservé depuis leur obtention
(sept et quatre ans pour la souche Tiso-LipidePlus et Tiso-LipideMoins respectivement), il
est probable que le génome de celles-ci soit relativement stable et que la majorité des
transpositions aient eu lieu lors du programme d’amélioration. Ces indels auraient ainsi pu
favoriser 1’apparition de caractéres lipidiques d’intérét chez des individus, qui auraient
ensuite été sélectionnés avec le cytometre en flux. Des populations de ces individus,
présentant de la diversité génétique, pourraient aujourd’hui constituer la souche
domestiquée Tiso-LipidePlus. Une insertion d’ET a déja été identifiée comme la cause de
I’apparition d’un phénotype lipidique mutant chez la microalgue C. reinhardtii (Nguyen et
al., 2013).

Pour étudier les effets de ces deux programmes d’amélioration (« mutation-selection » et
« selection ») sur Pactivité des ETs, il serait nécessaire de les réitérer en collectant des

échantillons voués au séquencage. Ceci pourrait étre conduit a partir d’une souche clonale
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afin de faciliter I’identification des indels. Des échantillons pourraient étre receuillis avant

et apres la réalisation de ces programmes d’amélioration.

Dans un second scénario, il est possible que les souches domestiquées présentent des
familles d’ETs constitutivement actives et mobiles et donc un génome plus dynamique.
Celui-ci parait moins plausible considérant la stabilité du caractére lipidique de ces souches
(sept ans pour la souche Tiso-LipidePlus et quatre ans pour la souche Tiso-LipideMoins).
Ce scénario ne serait pas souhaitable dans un contexte de domestication de souches
promises a des applications biotechnologiques. A 1’heure actuelle, le taux de mutations
spontanées de T. lutea est inconnu. Il serait donc intéressant de comparer le niveau
d’expression de ces éléments chez ces différentes souches dans différentes conditions de
cultures. Il pourrait également étre pertinent de conduire des expériences d’évolution
dirigée sur des centaines de générations afin d’estimer le taux de mutations associées aux
ETs dans le génome des souches sauvages et domestiquées. Précédemment, des études
mesurant les taux de mutations ont été réalisées chez les Chlorophytes (Ness et al., 2012;
Sung et al., 2012; Ness et al., 2015; Krasovec et al., 2017, 2018). Néanmoins, ces études se
sont uniquement intéressées a I’étude des SNPs et des petites indels. Au vu de I’importance
de la dynamique des ETs soulignée ici, leur participation a la dynamique des génomes de

microalgues devrait étre davantage prise en compte dans le futur.

L’activité des ETSs pouraient t’elle é&tre employé pour ’amélioration des microalgues ?

Dans la littérature, des études commencent a souligner plusieurs aspects problématiques de
I’utilisation d’agents mutagénes UV et chimiques lors de programmes d’amélioration de
type « sélection-mutation » (Krasovec et al., 2018). Ces agents pourraient favoriser
I’augmentation du taux de mutations déléteres et la sélection indirecte de cellules
résistantes a ces mutagéene. De méme, les souches de microalgues obtenues par ces agents
sont maintenant considérées comme des OGM (organismes génétiqguement modifiés) et
pourront donc étre soumises a de nombreuses conditions commerciales et politiques (Spicer
et Molnar, 2018).

Une idée alternative a la mutagénése aléatoire pourrait €tre 1’utilisation d’étapes de
« mutation » n’utilisant pas d’agents mutageénes, mais des stress pouvant étre considérés
comme plus « naturels » comme des chocs thermiques. En effet, dans I’hypothése ou les

ETs représentent une part importante des mutations induites par les agents mutagénes, leur

209



Conclusion générale et perspectives

induction par de tels stress pourrait étre suffisante pour créer de la variabilité génétique et
faire apparaitre des phénotypes améliorés. Par le passé, des conditions de stress thermiques
ont par exemple été employés pour induire la mobilité d’ETs et générer des individus
mutants de la microalgue V. carteri (Miller et al., 1993; Ueki et Nishii, 2008).

Quelle est I’importance de I’activité des ETs dans les mécanismes d’adaptation

évolutive des microalgues ?

Tout comme chez la plupart des organismes, 1’activité des ETs est de plus en plus suggérée
comme un processus important dans 1’évolution adaptative des microalgues face aux
pressions environnementales (Maumus et al., 2009; Lescot et al., 2016; Chen et al., 2017a).
En effet, les microalgues ont pour caractéristiques d'avoir un temps de génération court,
d’étre majoritairement unicellulaires, avec un cycle de vie souvent haploide. Ainsi,
I’activité et la mobilité des ETs pourraient rapidement conduire a la sélection de nouveaux
phénotypes, présentant des mutations associées aux ETs et leur procurant un avantage

adaptatif par rapport a une pression extérieure (Chen et al., 2017a).

En plus de leur capacité a créer un large panel de mutations lors de leur déplacement
(Casacuberta et Gonzalez, 2013), les ETs pourraient participer a I’adaptation évolutive des
microalgues a travers d’autres mécanismes comme la rétro-positions (Tan et al., 2016).
Pour illustrer ce propos, la présence de trés nombreux rétro-genes chez les génomes des
especes de Dinophytes Symbiodinium (22% et 23% des génes totaux chez S. miminutum et
S. kawagutii, respectivement) suggére 1’implication d’ETs de Classe I dans ce processus
(Shoguchi et al., 2013; Lin et al., 2015; Tan et al., 2016). Une étude de génomique
comparative, montre que deux épisodes majeurs d’explosion de rétro-génes coincident avec
deux périodes dramatiques de changement climatique sur terre (il y a ~60 et 6 millions
d’années)(Song et al., 2018). Cela suggere que le mécanisme de rétro-position aurait facilité
I’adaptation de ces microalgues face a ces épisodes de changements climatiques (Song et
al., 2017, 2018). Ces spéculations font ainsi écho au contexte actuel de changement
climatique. Bien que celles-ci restent a étre considérées avec prudence, elles peuvent
suggeérer un role important des ETs dans les capacités adaptatives des microalgues face aux
changements actuels rencontrés dans les océans, telles que ’augmentation de la

température, 1’acidification ou 1’eutrophisation.
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Conclusion générale et perspectives

Pour explorer I’importance des ETs, une perspective d’étude serait d’étudier I’activité de
ces ¢léments chez différents Phylum de microalgues lors d’une efflorescence microalgale.
Ces phénomenes, telles que les marées rouges, ont lieu en raison de différents criteres
naturels, mais leur nombre semble augmenter a cause d’impacts anthropiques comme le
déversement d’éléments nutritifs dans les eaux cotiéres (Almeda et al., 2018). Ces
phénomenes sont ainsi de plus en plus fréquents dans le monde et peuvent se répéter dans
des zones a risques. Il serait intéressant d’étudier 1I’impact de ces stress sur I’activité des
ETs des microalgues a D’aide d’un échantillonnage et d’un séquencage méta-
transcriptomique (Lescot et al., 2016). La comparaison des méta-transcriptomes avant et
lors de différentes phases de 1’efflorescence pourrait permettre d’identifier 1’induction de
’activité de familles d’ETs chez différentes espéces de microalgues. Ceci pourrait mettre
en évidence le réle in natura de ces éléments dans 1’évolution des génomes de microalgues
et leur possible implication dans I’adaptation évolutive de ces especes lors de stress

environnementaux.
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Annexe 1

Liste des assemblages de génomes de microalgues qui ont été recenses.
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R Chromosomes Taille s .
Espéce Souche NCBI N (Mpb) Publication(s) Technologie(s)
Chlorophytes
Auxenochlorella 454 GS FLX
. 710 GCA_000733215.1 Contigs 22,9 Gao et al. 2014 Titanium et
protothecoides - . .
Illumina HiSeq
Auxenochlor.‘ella UTEX 2341 | GCA_002154875.1 Contigs 32,7 na Illumina HiSeq
protothecoides
Auxenochlorella | ) 1p o | Gea 001430745.1 Contigs 57 Fan etal. 2015 454
pyrenoidosa -
Bathyc.occus RCC 1105 GCA_002220235.1 | Chromosomes 15,1 Moreau et al. 2012 Sanger
prasinos
Bathycoccus sp. TOSAG39-1 | GCA_900128745.1 Contigs 10,1 na na
Botryococ.:.cus Showa GCA_002005505.1 Contigs 184,4 na PacBio
braunii
Chlamydomonas | e 5007 | GCA_001662365.1 Contigs 78,5 na lllunima Miseq
applanata
Chlamydomonas 1\ ec 5507 | GCA_001662385.1 Contigs 141,9 na Illunima Miseq
asymmetrica
Chlamydomonas |\ \ec 5515 | GCA_001662405.1 Contigs 120,4 na Illunima Miseq
debaryana
Chlamydomonas |\ ec 5499 | GCA_002335675.1 Contigs 66,6 Hirooka etal. 2017 | >4 GSFLX+et
eustigma Illumina
Chlamydomonas €C503 | GeA 000002595.3 | Chromosomes | 1204 | Merchant et al. 2007 ABI 3739
reinhardtii cw92 mt+
Chlamydomonas 1\ \ec 2547 | GCA_001662425.1 Contigs 122,2 na
sphaeroides
Chlorella . .
L 1228 GCA_002939045.1 Contigs 61,4 na PacBio
sorokiniana
“ 1412 GCA_003116155.1 Contigs 57,9 na PacBio
“ 1230 GCA_003130725.1 Contigs 58,5 na PacBio
“ 1602 GCA_002245835.2 Contigs 59,6 Arriola et al. 2018 PaCB':;'S"!:m'”a
Chiorella sp. A99 GCA_003063905.1 Contigs 40,9 / Hllumina MiSeg;
Illumina HiSeq
Chlorella sp. ArM0029B | GCA_002896455.3 Contigs 93 Ahn et al. 2012 Illumina HiSeq
Chlorella variabilis NC64A GCA_000147415.1 Contigs 46,2 Blanc et al. 2010 Sanger
Chlorella vulgaris UTEX 395 GCA_001021125.1 Contigs 37,3 na Illumina HiSeq
ChromthIgrls SAG 211~ na Chromosomes 58 Roth et al. 2017 PaCBlof' Hllumina
zofingiensis 14 HiSeq
Coccomyxa sp. LA000219 GCA_000812005.1 Contigs 48,5 na Illumina HiSeq
Coccomyxa sp. SUA001 GCA_001244535.1 Contigs 11,8 na lonTorrent
Coccomyxa C-169 GCA_000258705.1 Contigs 48,8 Blanc et al. 2012 Sanger
subellipsoidea
Coelastrella sp. M60 GCA_001630525.1 Contigs 80,2 na Illumina MiSeq
UTEX B . . .
Coelastrella sp. 3026 GCA_002588565.1 Contigs 151,5 na Illumina HiSeq
Cymbomonas | o)\ AviNH | GCA_001247695.1 Contigs 281,3 na lllumina HiSeq
tetramitiformis
, . CCAP , PacBio; lllumina
Dunaliella salina 19/18 GCA_002284615.1 Contigs 343,7 Polle et al. 2018 Hiseq
. 2010-623- , PacBio; lllumina
Eudorina sp. F1-E4 GCA_003117195.1 Contigs 184 na Hiseq
" 2010-623- , PacBio; lllumina
F1-E2 GCA_003117095.1 Contigs 168,6 na Hiseq
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Espéce Souche NCBI Ch;srggsgrgnses (-ll;;glt?) Publications Technologies
Chlorophytes (suite)
Gonium pectorale | NIES-2863 | GCA_001584585.1 Contigs 1488 | Hanschen, etal.2016 | >4 lllumina
P - : g g »etal MiSeq, ABI3730
Helicosporidium ATCC . Illumina HiSeq,
sp. 50920 GCA_000690575.1 Contigs 12,4 na llumina GAllx
M/cractlnu.lm SAG GCA_002245815.2 Contigs 61 Arriola et al. 2018 PacBio
conductrix 241.80
Micromonas RCC299 | GCA_000090985.2 | Chromosomes | 21,1 Worden AZ, et al. na
commoda - 2009
Micromonas CCMP1545 | GCA_000151265.1 Contigs 2 Worden AZ, et al. na
pusilla 2010
Micromonas sp. ASP10-0la | GCA_001430725.1 Contigs 19,6 Delmont et al. 2015 Illumina HiSeq
Monoraphidium | ¢ - 1e 67 | Gca_000611645.1 Contigs 69,7 Bogen C, et al. 2013 lllumina GAllx
neglectum
Monoraphidium , . .
s 549 GCA_002814315.1 Contigs 74,7 na Illumina HiSeq
Ostreococcus CCE9901 | GCA_000092065.1 | Chromosomes | 13,2 Palenik et al. 2007 na
lucimarinus
Derelle et al. 2006;
Ostreococcus tauri RCC 4221 GCA_002158475.1 | Chromosomes 14,8 Blanc-Mathieu et al. Sanger
2014
“ RCC1115 | GCA_000214015.2 | Chromosomes | 12,9 B'anc"vz'gtlhée“ etal lllumina
Ostreococcus sp. RCC809 na Chromosome 13,3 na
P ark”ecszll‘:: f”” NIES-2152 | GCA_001598975.1 Contigs 59,2 Ota et al. 2016 454 GS FLX
Picochlorum sp. SENEW3 GCA_000876415.1 Contigs 13,4 Foflonker et al. 2015 Illumina MiSeq
Picochlorum sp. DOE 101 | GCA_002818215.1 Contigs 15,3 Foflonker et al. 2015 | lllumina, 454
'soloecismus
Prototheca cutis JCM 15793 | GCA_002897115.1 Contigs 20 Suzuki et al. 2018 Illumina HiSeq
Prototheca JCM 9641 | GCA_002794665.1 Contigs 16,9 Suzuki et al. 2018 lllumina HiSeq
stagnorum
Prototheca . .
. . HMC1 GCA_003255715.1 Contigs 27,7 na Illumina
wickerhamii
Raphidocelis NIES-35 | GCA_003203535.1 Contigs 51,2 Suzuki et al. 2018 llumina Miseq
subcapitata
Scenedesmus LWG
A 2317545.1 [ 4 lon P
quadricauda 002611 GCA_002317545 Contigs 65, na on Proton
Tetrabaena NIES-571 | GCA_002891735.1 Contigs 1358 | Featherston etal 201 | MMinaHiseq,
socialis Illumina MiSeq
Tetradesmus na GCA_900108755.1 Contigs 107,7 na na
obliquus
“ DOE0152z GCA_002149895.1 Contigs 208,2 na PacBio
Trebouxia LA000220 | GCA_000818905.1 Contigs 61,7 na lllumina HiSeq
gelatinosa
Trebouxia sp. TZW2008 GCA_002118135.1 Contigs 69,3 na Illumina HiSeq
uncultured . . Sanger, Roche
Bathycoccus uncultured | GCA_000259855.1 Contigs 5,2 Monier A, et al. 2012 454 FLX
Volvox c'arte'r/f. Eve GCA_000143455.1 Contigs 137,7 Prochnik, et al. 2010 Sanger
nagariensis
Yamagishiella 2012-1026- . PacBio, lllumina
unicocca YU-F2-6 GCA_003116995.1 Contigs 134,2 na Hiseq
" 2012-1026- , PacBio, lllumina
YU-F2-1 GCA_003117035.1 Contigs 140,8 na Hiseq
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N Chromosomes Taille - .
Espéce Souche NCBI ou Contigs (Mpb) Publication(s) Technologie(s)
Stramenopiles
A;Z:’::sla BG1 GCQ)_ZOSO.:ZLZS Contigs 68.4 na Illumina NextSeq
Aurantiochytrium GCA_00289 . . .
sp. FCC1311 7355.1 Contigs 38,9 na Illumina HiSeq
Aurantiochytrium GCA_00311 . lwasaka et al Illumina GAlIx, lllumina MiSeq,
sp. KH105 6975.1 Contigs 76.82 2018 Roche 454 GS FLX
Aurantiochytrium GCA_00146 . Liu B, et al. . .
sp. T66 2505.1 Contigs 43.43 2016 454, lllumina HiSeq
Aureococcus CCMP198 | GCA_00018 Contias 566 Gobler et al. Sanger
anophagefferens 4 6865.1 g ! 2011 g
- . JPCC GCA_00221 . Tanaka et al.
Fistulifera solaris DAO580 7885.1 Contigs 49,7 2015 Roche 454 GS
Fragilariopsis CCMP110 | GCA_00175 . Mock et al. .
cylindrus 2 0085.1 Contigs 80,5 2017 Sanger, PacBio
Heterococcus sp. DN1 GC:5_5050249 Contigs 60.74 na Illumina GAlIx
Licmophora GCA_90029 .
abbreviata CCMP470 1995.1 Contigs 29,2 na na
Nannochloropsis GCA_00161 . .
gaditana CCMP527 42151 Contigs 25,6 na Illumina GAllx
" GCA_00056 . Carpinelli et .
B-31 9095.1 contigs 27,6 al. 2014 Roche 454, SOLID
" CCMP189 | GCA_00283 . .
4 87851 contigs 30,9 na PacBio
" GCA_00024 . Radakovits et .
CCMP526 0725.1 Contigs 33,9 al. 2012 454 GS FLX, lllumina GA lIx
Nannochloropsis GCA_00161 . )
limnetica CCMP505 42951 Contigs 33,5 na lllumina GA lIx
Nannoch@rops:s LAMBO00 | GCA_00022 Contigs 27,6 na lumina GA Ilx
oceanica 1 6695.1
" GCA_00161 . .
0z-1 42351 Contigs 28 na 454 GS FLX, lllumina GA IIx
“ GCA_00187 . Hu et al.
IMET1 0945.1 Contigs 31,5 2014 Roche 454
" CCMP177 . Vieler et al. R
9 na Contigs 28.7 2012 Roche 454 et Illumina
Nannochloropsis CCMP177 | GCA_00161 ] .
salina 6 4245.1 Contigs 24,4 na Illumina GA lIx
Ochromonadaceae | CCMP229 na Contigs 61,1 na lumina
sp. 8
Pelagophyceae sp. CCM7P209 na Contigs 85,8 na Illumina
Phaeodactylum CCAP GCA_00015 Chromosomes 274 Bowler et al. na
tricornutum 1055/1 0955.2 ! 2008
Pseudo-nitzschia GCA_90000 )
multistriata B856 5105.1 Contigs 35,1 na na
Pseudo-.n/tz.schla CLN-47 na Contigs 218.73 na Sanger et Roche 454
multiseries
. : CCTCC GCA_00081 . . . .
Schizochytrium sp. M209059 8945.1 Contigs 38,3 Jietal. 2015 Illumina HiSeq
Thalassiosira CCMP100 | GCA_00029 , Lommer et al. _—
oceanica 5 6195.2 Contigs 92,2 2012 454 GS FLX Titanium
Thalassiosira CCMP133 | GCA_00014 Chromosomes 324 Armbrust et na
pseudonana 5 9405.2 ) al. 2004
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N Chromosomes Taille - .
Espéce Souche NCBI ou Contigs (Mpb) Publication(s) Technologie(s)
Alvéolées
. CCAP GCA_0005 . . .
Chromera velia 1602/1 85135.1 Contigs 193,6 Woo et al. 2015 Illumina HiSeq
Prorocentrum p-127 | GCA0016 Contigs 473 Ponmani et al. 2016 454 GS FLX
minimum 52855.1
Symblod/n/.l{m CCMP2 . . . .
kagagutii na Contigs 1180 Lin et al. 2015 Illumina HiSeq
468
(Clade F)
Symbiodinium mf GCA_0005 454 GS FLX, Genome
minutum 1.051>b.0 073—05.1 Contigs 609,5 Shoguchi et al. 2013 Analyzer lix
Symbiodinium CCMP2 GCA_0019 . . .
microadriaticurn 267 391451 Contigs 808,2 Aranda et al. 2016 Illumina HiSeq
Symbiodinium sp. GCA_0032 . . Illumina GAIIx,
(Clade A) Y106 97005.1 Contigs 766,7 Shoguchi et al. 2018 lllumina Hiseq
Symbiodinium sp. GCA_0032 . . Illumina GAIIx,
(Clade C) Y103 97045.1 Contigs 703,7 Shoguchi et al. 2018 lllumina Hiseq
Vitrella CCMP3 GCA_0011 . . .
brassicaformis 155 79505.1 Contigs 72.7 Woo et al. 2015 Illumina HiSeq
Haptophytes
Chrysochromulina CCMP2 GCA_0012 . .
tobin 01 75005.1 Contigs 59,1 Hovde et al. 2015 llumina, 454
Chrysochromulina . GCA_0028 . Illumina NextSeq,
parva Ohio 87195.1 Contigs 65,7 na lllumina MiSeq
P . CCMP1 GCA_0003 .
Emiliania huxleyi 516 72725.1 Contigs 155,9 Read et al. 2013 Sanger
CCMP2 . .
Pavlovales sp. 436 na Contigs 165,4 na Illumina
" . CCAP . Carrier et al. 2018; Illumina HiSeq et
Tisochrysis lutea | 56,14 na contigs 82 Berthelier et al. 2018 PacBio
Rhodophyte
Cyanidioschyzon GCA_0000 Matsuzaki, et al. 2004;
merolae 10D 91205.1 Chromosomes 16,5 Nozaki, et al. 2007 na
Galdieria GCA_0003 . ..
sulphuraria 074W 41285.1 Contigs 13,7 Schonknecht et al. 2013 Sanger, 454
" GCA_0017 . . .
107.79 04855.1 Contigs 12,1 Davis et al. 2016 Oxford N. MiNION
Porphyridium NIES GCA_0003 . " .
purpureum 2140 97085.1 Contigs 19,5 Tajima et al. 2014 Illumina GAlIx
Chryptophytes
Cryptophyceae sp. C(;I\9/|3PZ na Contigs 534,5 na Illumina
: . CCMP2 GCA_0003 . )
Guillardia theta 712 15625 1 Contigs 87,1 Curtis et al. 2012 Sanger, 454
Glaucophytes
Cyanophora CCMP3 . . Roche 454, lllumina
paradoxa 29 na Contigs 70 Price et al. 2012 GAllx, Sanger
Chlorarachniophytes
Bigelowiella CCMP2 GCA_0003 . .
natans 755 20545 1 Contigs 91,4 Curtis et al. Nature 2012 Sanger, 454
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Annexe 2

Tableau récapitulatif des outils utilisés.
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Données
d’entrées Difficulté
Outils Méthode . ) Avantages Inconvénients Avis
(E) / de d’installation
sorties (S)
PARTIE 1: Annotation des ETs de T. lutea
Forme des
E : Fasta
groupes de short ; Moyenne,
Repeat reads (paired-end velaues )
Explorer possible)/ ,q 4 lls détectent
chevauchantes et S: Fasta dépendances différentes
les assemble ’ séquences
o - Ils sont utiles s . .
Réalise un E: Fastq répétées, il est Parmi ces trois
, . . lorsque seul un , . .
échantillonnage (paired-end . donc nécessaire outils, les plus
dnaPi . Facile, peu de assemblage o )
naPipeTE aléatoire de short non . . ) de dissocier les efficaces sont
. dependances génomique
reads et les possible)/ , ETs. Les RepeatExplorer
. fragmenté est . .
assemble S : Fasta X . séquences et dnaPipeTEs
disponible K
Recense les k-mer E : Fastq: d’ETs sont
les plus (paired-end . partiellement
Facile, peu de .
RepArk abondantes dans non , construites.
K dépendances
les short reads et possible)/
les assemble S : Fasta
Détection de Ils détectent
longues k-mer . différentes )
Repeat g E : Fasta/ Facile, peu de , Parmi
dans un 3 séquences ,
Scout S : Fasta dépendances L 'ensemble des
assemblage de répétées, il est . S
) ) . outils utilisés
génome donc nécessaire
; ; TEdenovo est
lls permettent de dissocier les X )
, I'un des outils
Comparaison de de détecter des ETs. lls sont les plus
i < . '
i P ETs a l'aide de moins efficaces ) P
I'assemblage , ) efficaces pour
. X . méthodologies avec un ,
génomique sur lui détecter des
TEdenovo . E : Fasta/ de novo assemblage
(REPET) méme pour S Fasta &nomique ETs complets.
identifier des ’ 8 q, RepeatScout
X fragmenté ou .
séquences , est moins
to6ts pour détecter officace
répétées .
P des ETs peu
répétés.
Classification des
séquences
détectées : Difficile : Il permet
recherche de installation de I'utilisation de .
Outil
structures de bases de banques de Il classe les ETs
, E: Fasta/ ) , ) performant
séquences et données données au niveau de
) S : Fasta et i pour classer et
PASTEC (REPET) comparaison par MySQL et de personnelles et I’Ordre et non N
R format . - . N reconnaitre les
rapport a des . Sun Grid utilise la jusqu’ala .

.Classif ] I . séquences
banques de Engine (SGE) classification de Superfamille &'ETs
séquences Wicker et al.
nucléiques, 2007

protéiques ou
profils HMM
Il rejoint les
annotations
Il combine les . , Outil
. partielles d’'un
outils R Taux de faux performant
TEannot ) . E : Fasta/ méme ETs et e vepee s L
d’annotation . positif difficile a pour réaliser
(REPET) S : GFF enléve les . )
RepeatMasker, annotations de estimer une annotation
Censor et BLASTER ) d’ETs
séquences
satellites
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Il détecte des Outil
Recherche les P s
o 3 faux positifs, il intéressant
terminaisons LTRs Il détecte la o
R . E : Fasta/ . L, est ainsi comme
LTR pour identifier des Facile, peu de majorité des . ,
L S : Fasta et | L important de complément
harvest éléments dépendances éléments LTR . ]
GFF vérifier les pour détecter
autonomes ou complets X
séquences des LTR
non autonomes , ,
détectées complets
3 Outil
Détecte des ETs L,
Recherche des . . intéressant
. complets, Outil tr strict et
domaines . N . comme
Mgescan_ L. E : Fasta/ Facile, peu de aucun faux passe a coté 3
protéiques de ., e s , i complément
nonlLTR s S : Fasta dépendances positif détecté d’éléments .
LINE a I'aide de dans les tests atvpiques pour détecter
profils HMM ) Pl des LINE
effectués
complets
Permet de Outil
détecter des intéressant
Recherche des MITEs comme
Mite motifs de E : Fasta/ Facile, peu de Présence de 3
, ., complets, ce . complément
Hunter séquences de S : Fasta dépendances N faux positifs X
MITEs qui s’avére une pour détecter
tache des MITEs
compliquée complets
Outil
Permet de intéressant
Recherche des détecter des comme
. motifs de E : Fasta/ Facile, peu de SINEs complets, Présence de ,
SINEfinder , , o, i complément
séquences de S : Fasta dépendances ce qui s'avere faux positifs )
SINEs une tache pour détecter
Lo des SINEs
compliquée
complets
Outil
Il génere de intéressant
Permet de nombreux comme
détecter des fichiers de complément
Recherche des structures sortie, qui sont our détecter
motifs de E : Fasta/ Facile, peu de b . ,.q. R P .
HelSearch ; , d’Helitron, ce difficile a des Helitrons,
séquences S : Fasta dépendances N .
. qui s’avere une analyser et cependant il est
d’Helitrons A .
tache détecte un probablement
compliquée grand nombre I"outil le moins
de faux positifs précis et le
moins efficace
Recherche des
séquences
similaires a des ) ls sont les
séquences lls sont utiles moins
Repeat q X E : Fasta/ Facile, peu de pour détecter .
nucléiques d’ETs , pertinents pour
Masker ) S : Fasta dépendances des ETs ,
recensés dans une résents en détecter des
banque de P . Ils détectent ETs complets et
) peu de copies - .
données de dans un principalement sont a utiliser
séquences des morceaux comme
assemblage i )
Recherche des . . d’ETs et non compléments
| génomique. lls , e
séquences des séquences afin d’optimiser
Lo permettent R Lo
similaires a des o complétes la détection de
| Distribué 3 d’utiliser des uelaues
séquences istribué a
q N E: Fasta/ ) banques de d ) 4
TE-HMMER protéiques d’ETs partir de la VM , familles peu
, S : Fasta K données L,
recensés dans une de PiRATE répétées dans
personnelles ,
banque de le génome
données de profils
HMM
Regroupe les Un % d’identité
séquences Il permet de faible peut
similaires et ne . diminuer le donner lieu au Outil rapide,
E : Fasta/ Facile, peu de .
CD-HIT-est garde que la , nombre de regroupement flexible et
, S : Fasta dépendances , ) .
séquence la plus séquences d’ETs de efficace
longue de chaque redondantes familles
groupe differentes
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Non utilisé

Recherche de
Helitron séquences Installation non
R na ; na na na
Scanner compleétes reussie
d’Helitrons
Données Difficults
) . , . iffi - .
Outils Méthode d’entrées (E) / culte Avantages Inconvénients Avis

de sorties (S)

d’installation

PARTIE 2 : identification d’indels d’ETs

Efficace pour
détecter des
ISR Sortie difficile a ) K
Outil dédié a la . indels d’ETs
Compare les long . . exploiter, pas
N prédiction d’indels homozygotes,
reads a un E : Fasta et X de .vcf, les L, ]
R . d’ETs, permet de mais nécessite
assemblage du GFF/ S : sortie Facile, peu de ) long reads
LoRTE ) , connaitre la N une forte
génome pour format dépendance possédent pour
) e ] g struture de la couverture
identifier des indels spécifique ., le moment un X "
, séquence , pour identifier
d’ETs , , taux d’erreur .
détectée important des indels
P d’ETs
hétérozygotes
Recherche des
alignements Ne permet pas Nécessite un
discordants de de savoir si les alignement
paires de short E: barp et GFF/ y Outil insertions réalisé avec
Mobster reads pouvant ,S f ormat " oylenne, dédié ala détectées ont I'outil
R spécifique, peu uelques i o
correspondre a des hp 9 p ,q q prédiction été générées MOSAIK. La
] ! i étre converti en dépendances ). . , . .
insertions d’ETs et vt d’insertions d’ETs par des ETs sortie doit
les compare a une ' autonomes ou étre convertie
banque de données non autonomes en .vcf
d’ETs
Parmi les
Recherche des . . -
K Ne nécessite pas délétions . .
alignements E : bam/ , . . . Outil rapide et
K d’annotation prédites, il est K .
discordants de S : format . ) ) . simple a
Break . D Facile, peu de préalable des ETs. nécessaire .
paires de short spécifique, peut 3 s - utiliser,
dancer . . dépendances Il permet d’identifier .
reads pouvant étre converti en ). " . attention aux
R d’identifier des celles qui ont "
correspondre a des vcf L , L, faux positifs
L , délétions d’ETs. été générées
délétions d’ETs
par des ETs
Recherche des Parmi les
alignements Ne nécessite pas délétions
discordants de E: bam/ d’annotation prédites, il est . .
. S : format . . , . Outil rapide et
X paires de short T Facile, peu de préalable des ETs. nécessaire K .
Pindel , spécifique, peut X . - simple a
reads (tronquées), . ; dépendance Il permet d’identifier o
étre converti en ). " . utiliser
pouvant vef d’identifier des celles qui ont
correspondre a des ' délétions d’ETs. été générées
délétions d’ETs par des ETs
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Annexe 3

Analyse des IS candidats avec NCBI-BLASTX, ORFfinder et Interproscan. Le seuil des
2
E-value pour BLASTn et BLASTX est inférieur a 10 .

La couleur rose represente les E-value inférieures a 10 , la couleur verte correspond a
., -12 -2 . L. L.
une E-value située entre 10 et 10 . HP signifie protéine hypothetique.

Tableau provenant de Chedhomme et Badawi, 2018 mémoire de Master 1.
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Outils BLASTx .ORF Interproscan
finder
. . L Taille
nom Taille Description Converture E- Identité | Localisation ORF Description
(pb) P (%) | value | (%) (pb) P
(pb)
HP [Emilianiaphuxleyipvi 202 i
| 1919 | E/S/?anrflf ;lepovs/;ussep | 15% 16% | JES | 47% 9071194 1 o3, tr;)rL\Jstag:;se
like 1 VHanEposase °T0% | k04 | 35% | 898-1218 P
[Leptospirapkirschneri] 1S4/1S5
Putative
- IS5 famil -
U EEVE 5> family transposase 14% 300E- | 300 507-698 | 272 | transposase
like 2 [Methanosarcinapsp.] 03
1S4/1S5
IS HP [Em///amqphux/ey/pwrusp202] 323 45% 411-797 Putative
like 3 1553 IS5 family transposase 24% 36% 6E-18 36% 916-785 893 transposase
[Caballeroniaphumi) ° 1S4/1S5
HP [Emilianiaphuxleyipvi 202 i
Is- [Emi /an/a.p uxleyipvirusp202] 2E-23 45% 473-862 Putative
) 1309 IS5 family transposase 29% 27% 407 transposase
like 4 . . ) 3E-08 38% 485-847
[Leptospirapkirschneri] 1S4/1S5
Putative
IS- IS5 family t 2,00E-
5 11070 Ay transposase 22% 00 34% 10-249 248 | transposase
like 5 [Anaerotruncuspsp.] 04
1S4/1S5
HP [Emilianiaphuxleyipvirus202 i
is- [Emilianiaphuxleyipvirus202] 9E-11 20% 488-784 Putative
like 6 1093 Transposase 27% 20% 3E-05 36% 557-784 320 transposase
[Ca.pyyntrophoarchaeumpcaldarius) ° 1S4/1S5
. Transposase
IS—gke 1016 HP [Emilianiaphuxleyipvirusp88] 51% 5'22E_ 34% 490-1014 596 1S605, OrfB,
C-terminal
. Ribosomal protein o
I5-like 1045 [Burkholderiappseudomallei] HP 33% 17% 1E-09 47% 11-358 42- 98 non prédit
8 6E-07 48% 209
[Mooreapproducens]
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Outils BLASTX ORF Qutils
. . L Taille
nom Taille O Converture E- Identité | Localisation ORE | Desarse
(pb) (%) Value | (%) (pb)
(pb)
IS»Elalke 1040 / / / / / 545 non prédit
IS-lléjke 1099 / / / / / 167 non prédit
IS-llllke 1496 / / / / / 294 non prédit
IS»lllzke 1300 / / / / / 455 non prédit
IS-lléke 1254 / / / / / 285 non prédit
) ) Putative
Stike 1 1039 155 famlly trahsposase 18% 20081 3a% 474665 | 272 | transposase
14 [Methanosarcinapsp.] 03
1S4/1S5
HP Putative
IS-like [Emilianiaphuxleyipvirusp202] o 0 3E-29 42% 590-1087 transposase
15 1626 IS5 family transposase 30% 33% 3E-10 32% 578-114 614 1S4/1S5, 154~
[Methanosarcinapmazei] like
HP
Putative
IS-like [Emilianiaphuxleyipvirusp202] o 0 6E-04 41% 453-659
16 955 Transposase [Ca. 21%21% 9E-03 37% 513-713 356 transposase
) 1S4/1S5
Syntrophoarchaenm caldarins]
HP Putative
IS-like [Emilianiaphuxleyipvirusp202] o 210 1E-30 42% 627-1124 transposase
17 1557 IS5 family transposase 31%34% 4E-13 35% 690-1220 761 1S4/1S5, 154-
[Caballeroniaphumi] like
) ) Putative
IS-like | 1156 155 family transposase 40% 20081 599 415-882 467 | transposase
18 [Methanosarcinapsp.] 11
1S4/1S5
IS-like L
19 1170 / / / / / 515 non prédit
Predicted protein
IS-like [Nematostellapvectensis] RNA o 0 3E-09 36% 546-866 .
0 | 11 pol. sigma factor 32%29% | 3e08 | 30% 600-851 620 | non prédit
[Mooreapproducens]

253



Annexes

Annexe 4

Schéma représentatif des processus du programme pirateClassif.
pirateClassif génére trois librairies en « poupées russes » (cf. Chapitre 1). Il crée
également un fichier résumé de la classification. Image adaptée de T. Frances et al.

mémoire de Master 2.
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Fichier de sortie de
PASTEC
(extension .txt)

Fichier des séquences
classées par PASTEC

Fichier
« configuration »
(extension .txt)

Application des filtres (Annexe 5)

(extension .fasta)
\ \

Seuil de prédiction (%)
(Utilisé pour prédire
la Superfamille)
(voir Annexe 4)

- i

W N ¥

pirateClassif.py

/

Etape 1 - Recensementdes informations de PASTEC pour chaque séquences (e.g. Classe, Ordre)
Etape 2 -» Prédictionde la Superfamille pour chaque séquences d’ETs classées au niveau de

I'Ordre.
Etape 3

- Création de bibliothéques de séquences: sélection des séquences en fonction de

leur niveau de classification, tailles et selon les outils les ayants détectées.

Bibliothéque 1 l

ETs

Classel_undefined

il

Ecriture d’un fichier résumant (Annexe 4)
la classification de toutes les séquences

pour créer les bibliothéques

intermédiaires

Construction des trois librairies |

I

Bibliothéque 2

‘ Copia_Fragments || LTR_undefined_Fragments |

‘ Copia_Complets || LTR_undefined_Complets |

l Classel_undefined_Framents H Classel_undefined_Complets ‘

(Annexe 5)

i

Pour enlever les séquences

et application de CD-HIT-est
: redondantes

Bibliothéque 3

Librairie ETs
p. autonome

Librairie Librairie

ETs totaux

éléments répétées
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Annexe 5

Ilustration de la méthode de prédiction de Superfamille du programme pirateClassif.

La classification est réalisée par comparaison des évidences « BLAST » et « profil
HMMs » identifiées par PASTEC (cf. Chapitre 1). Ce diagramme, illustre les cas de figures
possibles lorsqu’ une seule évidence « BLAST » est recensée par pirateClassif pour la
séquence d’étude. D’autres cas de figures sont possibles : « aucune évidence BLAST » et
« plusieurs évidences BLAST ». lls sont détaillés dans Frances et al. (2018) mémoire de
Master 2.
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Annexe 6

Apercu du fichier « configuration.txt » employé par le programme pirateClassif.
Ce fichier est configurable et rassemble les indications choisies par 1’utilisateur pour la
construction des bibliotheques 2 (jaune) et 3 (vert) (Annexe 4). Plusieurs lignes du fichier,

représentées par des « ... » ont été enlevées dans cet apercu.
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Annexe 7

Liste d’outils visant la prédiction d’insertions et délétions de séquences a 1’aide de

données génomiques short reads ou long reads.
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Nom

Auteurs

short reads

Nom

| Auteurs

Outils non spécialisés pour les ETs

short reads (suite)

Outils non spécialisés pour les ETs (suite)

MoDIL Lee et al. 2009
PEMer Korbel et al. 2009
Pindel Ye et al. 2009
CNVseq Xie et Tammi 2009

Outils spécialisés pour les ETs

McClintock Nelson et al. 2017
STEAK Santander et al. 2017
RelocaTE2 Chen et al. 2017
TIGER Tica et al. 2016
PTEMP Kang et al. 2016
TEBreak Carreira et al. 2016
splitreader Quadrana et al. 2016
PoPoolationTE2 Kofler et al. 2016
T-lex2 Fiston-Lavier et al. 2015
TIDAL Rahman et al. 2015
Jitterbug Hénaff et al. 2015
ITIS Jiang et al. 2015
MELT Ewing et al. 2015
TEMP Zhuang et al. 2014
discord-retro Ballinger et al. 2015
Ismapper Hawkey et al. 2015
Tangram Wu et al. 2014
TIF Nakagome et al. 2014
TE-Tracker Gilly et al. 2014
TranspoSeq Helman et al. 2014
pecnv Cridland et al. 2013
Mobster Thung et al. 2013
RetroSeq Keane et al. 2013
RelocaTE Robb et al. 2013
Alu-detect David et al. 2013
TEA Lee et al. 2012

ngs_te_mapper

Linheiro et Bergman, 2012

PoPoolationTE

Kofler et al. 2012

TE-locate Platzer et al. 2012

Pool-Seq Kofler et al. 2012
T-lex1 Fiston-Lavier et al. 2011
VariationHunter Hormozdiari et al. 2011
L1-Seq Ewing et Kazazian, 2010
ME-Scan Witherspoon et al, 2010
NovelSeq Hajirasouliha et al. 2010

long reads

Outils spécialisés pour les ETs

LoRTE

Disdero et Filée, 2017

Outils non spécialisés pour les ETs

SMRT- SV

Huddleston et al. 2017

SVachra Hampton et al. 2017
TARDIS Soylev et al. 2017
TIDDIT Eisfeldt et al. 2017
SVABA Wal.a et al. 2017
COSMOS Yamagata et al. 2016
Seeksv Liang et al. 2016
Breakseq2 Abyzov et al. 2015
CODEX Jiang et al. 2015
MetaSV Mohiyuddin 2015
ONCOCNV Boeva et al. 2014
MindTheGap Rizk et al. 2014
DiscoVar Weisenfeld et al. 2014
Socrates Schroder et al. 2014
PSCC Lietal. 2014
Gustaf Trappe et al. 2014
XHMM Bansai et al. 2014
LUMPY Layer et al. 2014
MATE-CLEVER Marschal.l et al. 2013
Excavator Magi et al. 2013
SoftSearch Hart et al. 2013
Tigra Chen et al. 2013
Spliteread Karakoc et al. 2012
CLEVER Marschal.l et al. 2012
cn.MOPS Klambauer et al. 2012
CNAnorm Gusnanto et al. 2012
CoNIFER Krumm et al. 2012
DELLY Rausch et al. 2012
Cortex Igbal. et al. 2012
PRISM Jiang et al. 2012
Magnolya NijKamp et al. 2012
CREST Wang et al. 2011
inGAP-sv Qi et Zhao 2011
JoinSML Magi et al. 2011
BIC-seq Xietal. 2011
CNVnator Abyzov et al. 2011
ExomeCNV Sathirapongsasuti et al. 2011
Genome STRiP Handsaker et al. 2011
ReadDepth Miller et al. 2011
SegSeq Abyzov et al. 2011
Svseq Zhang et Wu 2011
rSW-seq Kim et al. 2010
CNAseg Ivakhno et al. 2010
CNVer Medvedev et al. 2010
SVDetect Zeitouni et al. 2010
GASVpro Sindi et al. 2010
HYDRA Quinlan et al. 2010
Breackseq Hugo et al. 2009
BreakDancer Chen et al. 2009

SNIFFLES

Sedlazeck et al. 2018

261



https://bmcgenomics.biomedcentral.com/articles/10.1186/s12864-017-4021-y

Annexes

Annexe 8

Liste de 144 insertions d’ETs qui ont été prédites par le programme Mobster et qui sont

potentiellement spécifiques au génome de la souche domestiquée Tiso-LipidePlus.
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Nombre Nombre reads
ID Tiso_s2mz | Fomillede | g | Position sourf::asnts z:;ourl:::(:ni Fréquence
'ET insertion L'allele de I'insertion de allélique
reference I'ET
Mobster483 Ace 131 20173 0 14 1
Mobster623 Ace 170 217539 4 0,64
Mobster297 Luffy 92 1125 4 0,6
Mobster168 Luffy 52 1156188 10 12 0,55
Mobster190 Ace 57 607184 23 24 0,51
Mobster101 Ace 37 427642 26 26 0,5
Mobster102 Luffy 37 136075 12 11 0,48
Mobster456 Shanks 127 894448 10 9 0,47
Mobster686 Ace 178 109926 13 11 0,46
Mobster342 Ace 97 1956140 31 25 0,45
Mobster628 Luffy 173 1595652 22 18 0,45
Mobster590 Ace 161 40364 33 26 0,44
Mobster630 Ace 173 2311585 14 10 0,42
Mobster485 Ace 134 1092065 13 0,41
Mobster495 Ace 137 568721 10 0,41
Mobsterd57 Ace 127 1614558 14 0,39
Mobster301 Ace 93 2113000 32 20 0,38
Mobster380 Ace 101 184729 29 18 0,38
Mobster740 Ace 189 830328 20 12 0,38
Mobster22 Luffy 12 47276 13 8 0,38
Mobster240 Ace 71 808821 45 26 0,37
Mobster699 Luffy 179 341961 39 23 0,37
Mobster566 Ace 155 311560 27 16 0,37
Mobster501 Ace 138 4757 25 14 0,36
Mobster119 Ace 42 124429 18 10 0,36
Mobster207 Ace 63 390535 14 0,36
Mobster503 Luffy 139 1732642 14 0,36
Mobster444 Shanks 116 48233 13 0,35
Mobster594 Ace 162 597096 11 0,35
Mobster629 Ace 173 1833109 29 14 0,33
Mobster191 Ace 57 24461 26 13 0,33
Mobster44 Ace 16 32483 22 11 0,33
Mobster700 Ace 179 654175 22 11 0,33
Mobster175 Ace 53 278496 16 8 0,33
Mobster162 Ace 47 209355 36 17 0,32
Mobster707 Ace 181 269331 23 11 0,32
Mobster208 Ace 63 711379 17 8 0,32
Mobster633 Ace 173 1155942 17 8 0,32
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Nombre Nombre reads
ID Tiso_s2mz | Fomillede | g | Position sourf:::nts :ﬂ:::ii Fréquence
I'ET insertion § - . allélique
L'allele de I'insertion de
reference I'ET

Mobster118 Ace 42 184433 46 21 0,31
Mobster542 Ace 150 2652711 44 20 0,31
Mobster281 Ace 89 694862 29 13 0,31
Mobster616 Shanks 168 474666 27 12 0,31
Mobster386 Ace 103 35850 18 0,31

Mobster13 Ace 9 768630 21 0,3
Mobster459 Ace 127 14960 14 0,3
Mobster524 Ace 144 522052 44 18 0,29
Mobster685 Ace 178 1141139 44 18 0,29

Mobster2 Ace 4 242651 34 14 0,29
Mobster543 Ace 150 2155439 34 14 0,29
Mobster254 Ace 73 434846 30 12 0,29
Mobster272 Ace 86 411209 25 10 0,29
Mobster434 Ace 115 1345124 17 7 0,29
Mobster271 Shanks 86 172943 36 14 0,28
Mobster544 Ace 150 168429 33 13 0,28
Mobster306 Ace 93 1914519 31 12 0,28
Mobster155 Ace 46 818899 26 10 0,28
Mobster716 Luffy 184 1438565 18 7 0,28
Mobster396 Ace 106 25176 49 18 0,27
Mobster343 Ace 97 1811743 46 17 0,27
Mobster540 Ace 149 60500 37 14 0,27
Mobster111 Shanks 41 117444 32 12 0,27

Mobster93 Harbinger7 32 331612 36 13 0,27
Mobster593 Ace 162 603564 19 7 0,27
Mobster117 Ace 42 13970 67 24 0,26
Mobster235 Ace 68 75062 70 24 0,26
Mobsterd78 Ace 130 32684 58 20 0,26
Mobster494 Gypsy1 136 57338 32 11 0,26
Mobster458 Ace 127 318087 25 9 0,26
Mobster303 Ace 93 1735398 44 15 0,25
Mobster302 Ace 93 1519619 59 19 0,24
Mobster304 Ace 93 2152292 45 14 0,24
Mobster255 Shanks 73 254029 41 13 0,24
Mobster344 Ace 97 1965621 37 12 0,24
Mobster413 Shanks 108 71877 31 10 0,24
Mobster519 Luffy 143 78789 31 10 0,24
Mobster701 Ace 179 918158 25 0,24
Mobster381 Ace 101 23616 19 0,24

Mobster45 Shanks 16 260041 33 10 0,23
Mobster270 Shanks 84 4984 34 10 0,23
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Nombre Nombre reads
ID Tiso_s2mz | Fomillede | g | Position sourf::asnts z:)ourl:::(:ni Fréquence
'ET insertion L'allele de I'insertion de allélique
reference I'ET
Mobsterd27 Ace 109 60615 33 10 0,23
Mobster634 Ace 173 2189116 23 7 0,23
Mobster53 Ace 23 432094 36 10 0,22
Mobster54 Ace 23 430038 29 8 0,22
Mobster546 Ace 150 2155803 28 0,22
Mobster192 Ace 57 607859 25 0,22
Mobster26 Ace 13 627650 21 6 0,22
Mobster663 Ace 174 168362 65 17 0,21
Mobster226 Ace 65 208335 57 15 0,21
Mobster305 Ace 93 679078 58 15 0,21
Mobster525 Ace 144 489910 55 15 0,21
Mobster112 Ace 41 688564 50 13 0,21
Mobster10 Ace 8 274287 31 8 0,21
Mobster448 Ace 119 337529 31 8 0,21
Mobster688 Ace 178 1115599 27 7 0,21
Mobster40 Ace 15 1245978 22 6 0,21
Mobster55 Ace 23 514265 22 6 0,21
Mobster72 Ace 26 174428 22 6 0,21
Mobster307 Ace 93 692268 40 10 0,2
Mobster336 Ace 94 92806 24 6 0,2
Mobster71 Ace 26 114301 43 10 0,19
Mobster687 Ace 178 1429844 42 10 0,19
Mobsterl76 Ace 53 202926 39 0,19
Mobster734 Ace 185 113757 30 0,19
Mobster341 Ace 96 9067 69 15 0,18
Mobster715 Ace 184 1976655 51 11 0,18
Mobster504 Ace 139 427280 28 6 0,18
Mobster631 Ace 173 1473227 90 18 0,17
Mobster339 Shanks 95 410863 48 10 0,17
Mobster39 Ace 15 1111331 45 9 0,17
Mobster83 Ace 29 17041 40 8 0,17
Mobster717 Ace 184 1891118 39 8 0,17
Mobster460 Ace 127 1853207 30 6 0,17
Mobster609 Gypsy2 165 153230 30 6 0,17
Mobster286 Shanks 90 105335 59 11 0,16
Mobster6 Shanks 5 150142 46 9 0,16
Mobster520 Ace 143 311346 36 0,16
Mobster567 Ace 155 986515 31 0,16
Mobster610 Ace 165 136512 31 0,16
Mobster362 Ace 99 1088544 91 16 0,15
Mobster25 Ace 13 793378 50 9 0,15
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Nombre Nombre reads

ID Tiso_s2mz | Fomillede | g | Position sourf:::nts :ﬂ:::ii Fréquence
I'ET insertion K - . allélique

I'allele de I'insertion de

reference I'ET
Mobster741 Ace 189 280939 45 8 0,15
Mobster382 Ace 101 151437 39 7 0,15
Mobster502 Shanks 138 11157 75 12 0,14
Mobster308 Ace 93 1308223 66 11 0,14
Mobster718 Ace 184 712611 70 11 0,14
Mobster199 Ace 59 138917 63 10 0,14
Mobster635 Ace 173 458076 49 0,14
Mobster449 Ace 119 400743 44 0,14
Mobster569 Ace 155 53128 43 0,14
Mobster146 Ace 44 1331060 37 6 0,14

Mobster73 Ace 26 169370 66 10 0,13
Mobster531 Shanks 145 50706 60 0,13
Mobster27 Ace 13 793686 45 0,13

Mobster636 Ace 173 1509686 46 7 0,13
Mobster383 Ace 101 171007 70 10 0,12
Mobster364 Ace 99 1041316 68 9 0,12
Mobster690 Ace 178 1438294 65 9 0,12
Mobster751 Ace 192 232482 67 9 0,12
Mobster719 Ace 184 2262059 58 8 0,12
Mobster692 Ace 178 273668 53 7 0,12
Mobster547 Ace 150 742138 62 8 0,11
Mobster266 Ace 82 90215 59 7 0,11
Mobster571 Ace 155 135898 58 7 0,11
Mobster611 Ace 165 130483 56 6 0,1
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Annexe 9

Liste de 32 insertions d’ETSs qui ont été prédites par le programme Mobster et qui sont

potentiellement spécifiques au génome de la souche domestiquéee Tiso-LipideMoins.
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Nombre reads

Nombre reads

. ID Famille i .Positi'on sout(\enants z;ourjcgﬁii: Fréqqence
Tiso_S2M2 de I'ET insertion I'allele de - . allélique
référence I'insertion de
I'ET
Mobster733 Gypsy2 175 19135 1 8 0,89
Mobster796 Ace 184 560523 28 22 0,44
Mobster375 Ace 95 556431 30 16 0,35
Mobster551 Gypsyl1 136 57338 27 8 0,23
Mobster121 Luffy 37 500851 24 7 0,23
Mobster765 Ace 178 1144257 20 6 0,23
Mobster683 Ace 168 536880 32 9 0,22
Mobster317 Ace 88 55078 22 6 0,21
Mobster583 Shanks 142 157577 32 8 0,2
Mobster35 Luffy 13 901982 24 6 0,2
Mobster620 Ace 150 1630177 38 8 0,17
Mobster190 Gypsy2 46 677809 34 7 0,17
Mobster788 Copia6 182 243938 52 10 0,16
Mobster119 Ace 37 383296 47 9 0,16
Mobster602 Gypsy1 147 295999 35 6 0,15
Mobster302 Ace 78 103655 61 10 0,14
Mobster560 Ace 138 4573 43 7 0,14
Mobster808 Ace 188 409319 61 9 0,13
Mobster628 Luffy 154 35683 48 7 0,13
Mobster458 Ace 108 430953 39 6 0,13
Mobster523 Ace 127 1582256 41 6 0,13
Mobster524 Ace 127 1727262 60 8 0,12
Mobster280 Ace 71 271498 51 7 0,12
Mobster18 Luffy 9 714817 43 6 0,12
Mobster22 Ace 10 120933 55 7 0,11
Mobster320 Gypsyl1 89 35380 59 7 0,11
Mobster74 Ace 23 268150 81 9 0,1
Mobster90 Ace 26 169639 66 7 0,1
Mobster464 Ace 110 82050 61 7 0,1
Mobster792 Ace 184 204040 63 7 0,1
Mobster113 Ace 37 133091 55 6 0,1
Mobster728 Ace 173 2887140 55 6 0,1
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Annexe 10

Les séquences proteiques des ORF des ETs autonomes Luffy, Ace et Shanks ont été
compareées a des séquences proteiques et des profils HMMs d’ETs provenant de

différentes banques de donnees.
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ORF Luffy Hit Accession % Similarité | % identité | % Probabilité
Censor .
(local) Mariner-12_HM / 35 / /
Geneious .
(global) Mariner-12_HM / / 22 /

Pfam na na / / /
HHpred Mariner Mos 4U7B_G / 10 97,32
ORF Ace Hit Accession % Similarité | % identité | % Probabilité
Censor hAT-7_ATr / / /

Geneious hAT-7_ATr / / 14 /
Dimer_Tnp_hAT | PF05699 et

Pfam et DUF659 PF04937 / / /

HHpred hAT Hermes 2BW3_A / 16 100
ORF1 Shanks Hit Accession % Similarité | % identité | % Probabilité

Censor hATw-1_BF / 29 na na

Geneious hATw-1_BF / / 15 na

Pfam na na / na na

HHpred hAT Hermes 2BW3_A / 14 93,52
ORF2 Shanks Hit Accession % Similarité | % identité | % Probabilité
Censor hATw-1_BF na 30 na /
Geneious hATw-1_BF na / 15 /

Pfam na na / / /

HHpred na na / na na
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Annexe 11

Les ORF des ETs autonomes de Luffy, Ace et Shanks ont été comparés avec tBLASTn
aux assemblages des génomes respectifs des Haptophytes Emiliania huxleyi,

Pavlovales sp. et Chrysochromulina tobin.
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Contigs Po_f,ition Pos‘ition Identité E-value
début fin
ORF Luffy

Pavlovales_scaffold_134 21808 20921 89/316 (28%) 2,00E-47
Pavlovales_scaffold_93 174731 173604 | 130/398 (32%) | 5,00E-44
Pavlovales_scaffold_293 196573 195446 | 126/398 (31%) | 6,00E-42
Pavlovales_scaffold_33 133553 132426 | 126/398 (31%) | 2,00E-40
Pavlovales_scaffold_537 84718 83792 102/331 (30%) | 2,00E-39
Pavlovales_scaffold_601 29411 28281 125/399 (31%) | 5,00E-39

Pavlovales_scaffold_2 571480 570356 | 128/397 (32%) | 9,00E-39
Pavlovales_scaffold_109 91071 92195 125/396 (31%) | 2,00E-38
Pavlovales_scaffold_296 9581 8655 102/333 (30%) | 6,00E-38
Pavlovales_scaffold 49 436698 435571 | 124/398 (31%) | 8,00E-37

Pavlovales_scaffold 4 977689 976571 | 120/394 (30%) 2,00E-36
Pavlovales_scaffold_130 15135 14209 93/330 (28%) 1,00E-35
Pavlovales_scaffold 854 24775 25671 96/320 (30%) 1,00E-33
Pavlovales_scaffold_51 325537 325229 | 50/104 (48%) 2,00E-30
Pavlovales_scaffold 292 84707 84432 47/93 (50%) 4,00E-30
Pavlovales_scaffold_323 147529 147915 | 52/131(39%) 5,00E-29
Pavlovales_scaffold_98 128962 130044 | 108/382 (28%) | 2,00E-21
Pavlovales_scaffold 335 33412 33053 48/120 (40%), 3,00E-15
Emiliania_scaffold_345 71444 71992 62/218 (28%) 2,00E-10

ORF Ace
Chrysochromulina_tobin_ Contig7589 6536 7465 90/338 (26%) 5E-22

Emiliania_scaffold_108 41544 41029 51/177 (28%) 0,000002
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Contigs Po_f,ition Pos.ition Identité E-value

début fin

ORF1 Shanks (796 pb)
Emiliania_scaffold_7 396462 397343 139/303 (45%) 2,00E-72
Emiliania_scaffold_9 88785 89087 39/104 (37%) 4,00E-16
Emiliania_scaffold_31 371841 370960 140/303 (46%) 1,00E-72
Emiliania_scaffold_36 753270 754022 75/260 (28%) 6,00E-13
Emiliania_scaffold_46 9650 8769 140/303 (46%) 2,00E-72
Emiliania_scaffold_67 512466 513347 | 140/303 (46%) 1,00E-72
Emiliania_scaffold_71 579079 579952 140/303 (46%) 1,00E-72
Emiliania_scaffold_73 527460 528333 140/303 (46%) 1,00E-72
Emiliania_scaffold_80 168844 167963 139/303 (45%) 9,00E-73
Emiliania_scaffold_117 165071 165952 | 140/303 (46%) 2,00E-72
Chrysochromulina_tobin_Contig6714 4877 4011 87/306 (28%) 4,00E-19

ORF2 Shanks (580 pb)
Emiliania_scaffold_7 397451 398767 188/441 (42%) 7,00E-77
Emiliania_scaffold_9 89850 90959 | 162/383 (42%) | 8,00E-72
Emiliania_scaffold_31 370852 369536 188/441 (42%) 3,00E-77
Emiliania_scaffold_36 754310 | 755230 | 124/313 (39%) | 7,00E-43
Emiliania_scaffold_46 8661 7345 | 188/441(42%) | 3,00E-77
Emiliania_scaffold_67 513964 514761 105/267 (39%) 1,00E-68
Emiliania_scaffold_71 580068 581384 188/441 (42%) 3,00E-77
Emiliania_scaffold 73 528449 529765 188/441 (42%) 3,00E-77
Emiliania_scaffold_80 167855 | 166539 | 187/441(42%) | 1,00E-76
Emiliania_scaffold_117 166060 167376 188/441 (42%) 3,00E-77
Emiliania_scaffold_530 11907 13223 187/441 (42%) 2,00E-76
Emiliania_scaffold_1057 2557 1892 85/227 (37%) 8,00E-20
Chrysochromulina_tobin_Contig6714 3920 3126 86/272 (31%) 3,00E-21
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Etude de l'activité des éléments mobiles chez Tisochrysis lutea dans un contexte

d’amélioration des espéces de microalgues.
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Résumé : Les éléments transposables (ETs)
sont des acteurs majeurs de la dynamique des
génomes. lls regroupent I'ensemble des
séquences d’ADN capables de se déplacer et
de se propager dans les génomes. L’objectif de
cette these a été d’estimer la contribution des
ETs dans la dynamique du génome de la
microalgue Tisochrysis lutea (Haptophyte).
Dans ce but, le séquencage et 'assemblage de
novo du génome de cette espéce ont été
réalisés. Afin de détecter, classer et annoter les
ETs présents dans le génome de T. lutea, un
pipeline bio-informatigue nommé PIRATE
(Pipeline to  Retrieve and  Annotate
Transposable Elements) a été développé. Suite
a cette annotation, I'activité de deux familles
d’ETs candidates baptisées Luffy et Ace a été
mise en évidence a laide de données
transcriptomiques et protéomiques.

L’étude de la dynamique des ETs a ensuite été
conduite chez deux souches domestiquées de
cette espéce. La comparaison de leur génome
respectif a celui de la souche d’origine a permis
la prédiction d’'insertions et délétions associées
aux ETs. Les deux familles d’ETs identifiées
précédemment ainsi qu’'une troisiéme, appelée
Shanks, participent de fagon prépondérante a
ces variations génétiqgues et semblent ainsi
fortement impliguées dans la dynamique du
génome de T. lutea.

Ce travail apporte les premiéres connaissances
de l'activité des ETs chez les Haptophytes
attestant ainsi de 'importance de ces éléments
dans la dynamique des génomes de
microalgues.

Activity of mobile elements in Tisochrysis lutea in a context of microalgae domestication.

Keywords : bioinformatics, evolution, genome, annotation, transposable elements

Abstract : Transposable elements (TEs) are
known as key drivers of the genome dynamics.
They are defined as DNA sequences able to
move and spread in genomes. The objective of
this thesis was to estimate the contribution of
TEs in the genome dynamics of the microalgae
Tisochrysis lutea (Haptophyte). For this
purpose, a new genome assembly of this
species was performed. In order to detect,
classify and annotate TEs, a new pipeline
named PIiRATE (Pipeline to Retrieve and
Annotate  Transposable Elements) was
developed. Following this annotation, the
activity of two candidate TE families named
Luffy and Ace was revealed using
transcriptomic and proteomic data.

The study of the TE dynamics was then
conducted in two domesticated strains of

T. lutea. Comparative analysis between the
domesticated and the originated strains
genomes highlighted insertions and deletions
predictions associated to TEs. The two families
previously identified, together with a third one
that was called Shanks, mainly participate in
these genetic variations and seem to be
strongly involved in the genome dynamics of

T. lutea.

This work provides the first knowledges
regarding the activity of TEs in Haptophyte and
demonstrate their importance in the genome
dynamics of microalgae.
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