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Introduction

Contexte de la these

Un génome est l'ensemble des séquences d’ADN (Acide DésoxyriboNucléique) pré-
sentes dans une cellule ou dans ses structures subcellulaires. Une plante contient ainsi un
génome nucléaire, un génome mitochondrial et un génome plastidial. Notre objet d’étude
est le génome nucléaire des eucaryotes et plus particulierement celui de la plante modele
Arabidopsis thaliana.

Depuis le séquencage du bactériophage ®X174 en 1977 [180] et le séquengage du
premier organisme vivant : la bactérie Haemophilus influenzae [72], le séquengage des
génomes a permis de mieux appréhender le fonctionnement du vivant grace a I’annotation
et a I’étude des genes des différents organismes.

(Génomes complétement séquencés en janvier 2007

500

53_?3

400 17 m Archaebactérie
m Bactérie

200 +7 @ Eucarvote

O Métagenome

2004

100+

|:|.

18495 1887 19488 2007 2005 2005 2007

@ publie m@ nonpublie

F1G. 1.1 — Nombre de génomes séquencés au cours des années 1995-2006 [118, 132]. Le camembert en

haut a gauche indique le nombre de génomes séquencés selon les quatres regnes du vivant.

Le site Web Genomes OnLine Database (www.genomesonline.org) référence tous les
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génomes étudiés (Figure 1.1). Il dénombre actuellement 2469 génomes séquencés ou en
cours de séquencage [118, 132].

La stratégie usuelle de séquencage d'un génome est la méthode du Shotgun. Cette
méthode consiste a fragmenter le génome, et a insérer les fragments dans des vecteurs
(généralement des BAC (Bacterial Artificial Chromosome)). On obtient ainsi la séquence
nucléotidique découpés aléatoirement dans ses parties en petites portions (Figure 1.2)
[83]. La séquence d’origine est ensuite reconstituée grace & un programme d’alignement
qui permet ’assemblage des séquences.

A Texception d'une souche de bactérie, tous les organismes séquencés ou en cours de
séquencage présentent dans leur génome des éléments répétés appelés "éléments trans-
posables”. Ces éléments, répétés en proportion variable, posent des problemes d’assem-
blage des séquences. En effet, I’assemblage est effectué sur la base de la reconnaissance
de séquences chevauchantes ayant une large portion similaire. Or les éléments répétés se
confondent facilement avec les répétitions dues a la réplication en de nombreux exem-
plaires du matériel génétique que demande la stratégie de séquengage en Shotgun.

Sequencage en Shotgun

ADN Génormique
= 10%ph

Librairie de BAC
=150 a 200 kb

Large
Contgs
Organize

=2000 pb

BACa
sEquencer

Clones du ~
“hotgun

= 500 pb I

SEquence
Shotgun TEATCATGCTTARACCCTETGCATCCTACTS . .« .

?
~—

Azzemblage . . ACCGTARATGEECTGATCATGCTTARACCCTETGCATCCTACTS. | .

F1G. 1.2 — Représentation schématique de la méthode de séquengage et d’assemblage d’un génome [83].

De nombreux mécanismes contribuent a ’évolution des génomes. Les éléments trans-
posables font partie des principaux acteurs de cette variabilité appelée "dynamique des
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génomes”. Ce projet de these repose sur I’étude de ces éléments transposables et I’analyse
de la dynamique évolutive qu’ils exercent sur le génome.

L’introduction de cette these est composée principalement de trois sections afin de
préciser nos sujets d’étude : les mécanismes de variabilité génomique, les éléments trans-
posables et une classe particuliere d’éléments transposables sur laquelle nous avons princi-
palement travaillé, les hélitrons. Ces parties nous permettront d’introduire le vocabulaire
biologique nécessaire pour la compréhension de cette these mais surtout d’appréhender
I'importance des éléments transposables dans la dynamique des génomes. Le chapitre sui-
vant présentera les différentes méthodes bioinformatiques utilisées et permettra de cerner
les possibilités et les difficultés rencontrées lors de I’étude in silico (c’est a dire par trai-
tement informatique des séquences) des éléments transposables dans un génome entier.
Le chapitre "Résultats et Discussion” développera ’ensemble des résultats biologiques et
bioinformatiques obtenus, et notre contribution pour une meilleur compréhension de la dy-
namique des génomes. Enfin, le dernier chapitre abordera différentes approches possibles
qui peuvent étre explorées a la suite de cette these.
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1.1 Mécanismes a l’origine d’une variabilité du gé-
nome

L’analyse de la séquence des génomes a montré une grande variabilité de séquences
inter-especes. L’étude de la génétique des populations a aussi montré une grande variabilité
entre individus d’'une méme espece. Ceci est en partie du au mécanisme de variabilité le
plus connu : la mutation ponctuelle d’'un nucléotide (incluant l'insertion, la délétion ou la
substitution). Néanmoins, les mécanismes de mutation ponctuelle ne seront pas abordés
au cours de ce rapport. En effet, les éléments transposables, sujet principal de cette these,
ne provoquent pas ce type de mutation, mais des mutations de séquences plus importantes.

En plus des éléments transposables, il existe d’autres mécanismes de mutation qui
modifient des portions entieres de la séquence d'un génome et représentent des facteurs
importants d’évolution et d’adaptation d’un organisme ou d’une espece. Dans un premier
temps, nous allons aborder les mécanismes de variabilité génomique qui agissent sur cer-
tains types de cellules ou a certains moments de la vie de la cellule puis nous aborderons
les autres mécanismes de variabilité d'un génome. Tous ces mécanismes nous permettront
d’appréhender la dynamique d'un génome et de positionner l'intervention des éléments
transposables.

1.1.1 Meécanismes de variabilité spécifiques

Beaucoup de phénomenes de variation n’affectent pas I’ensemble des cellules de I'orga-
nisme ou ne se transmettent pas a la génération suivante. Nous nous concentrerons ici sur
les mécanismes qui n’affectent que certaines cellules de ’'organisme, ou ne sont actifs qu’a
un moment précis de la vie de la cellule. L’exemple le plus frappant est la recombinaison
VDJ (Variable Diversity Joining : nom des trois génes qui participent a cette recombina-
tion) des lymphocytes (voir ci-dessous). Ce mécanisme permet a 'organisme de modifier
le génome de quelques-unes de ces cellules pour répondre spécifiquement aux attaques des
pathogenes [87].

1.1.1.1 Variabilité liée a certains types cellulaires : la recombinaison VDJ

La recombinaison VDJ se déroule dans les cellules immunitaires des mammiferes [87].
Lors d’'une attaque par un pathogene, l'organisme crée des récepteurs et des anticorps
(immunoglobulines) spécifiques a ce pathogene. Ainsi 'organisme, qui ne posseédent par
le géene codant dans son génome, produit une protéine unique qui se lie spécifiquement
a lorganisme étranger[87]. Dans les futurs lymphocytes T, les génes V (Variable) et C
(Constant) sont distants de plusieurs milliers de nucléotides. Le complexe RAG1 et RAG2
(Recombination Activating Gene) qui est formé de protéines dérivées d’éléments trans-
posables [100] reconnait un motif palindromique au niveau des genes D (Diversity) et J
(Joining). Il excise ’ADN entre les deux genes (mécanisme similaire a la transposition),
puis DJ est rapproché du gene V grace au méme mécanisme (Figure 1.3). La transcription
et I’épissage éliminent les introns entre les différents domaines pour créer la chaine lourde
du récepteur protéique des lymphocytes T. L’appellation chaine lourde et chaine légere
fait référence au poids moléculaire plus faible de la chaine légere par rapport a la chaine
lourde. La méme recombinaison a lieu pour la chaine légere mais elle ne contient pas de
domaines D (Figure 1.3). Le méme processus se déroule dans les lymphocytes B avec les
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chaines légeres et lourdes des immunoglobulines [87]. La cellule, contenant la nouvelle
protéine, est mise en contact avec le pathogene. Si la protéine a une grande affinité avec
le pathogene, la cellule se multipliera et sera distribuée dans 1’organisme, sinon elle sera
détruite.
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F1a. 1.3 — Recombinaison VDJ pour la formation de la protéine réceptrice du lymphocyte T [87].
Les genes TCR « (chaine légere) et 8 (chaine lourde) sont composés de domaines discontinus qui sont
réarrangés durant le développement de la cellule T. La chaine légere est composée des fragments V et J qui
sont réarrangés. Comme les chaines lourdes d’immunoglobuline, la chaine § est composée des fragments
V, D et J. Ces segments sont réarrangés dans la chaine lourde 3. Les réarrangements, ’épissage puis la
traduction de PARNm (Acide RiboNucléique messager) créent la chaine « et 8 de la protéine réceptrice

des lymphocytes T.

La base de données IMGT ((imgt.cines.fr/) recense les séquences d’immunoglobuline
de 150 especes dont 1512 genes uniquement dédiés aux genes d’'immunoglobuline et aux
récepteurs des lymphocytes T présents chez la souris et I’étre humain [125]. Cette base
est associée a de nombreux outils classiques d’identification ainsi qu’un outil de prédiction
des recombinaisons VDJ (IMGT/JunctionAnalysis).

Néanmoins, cette dynamique du génome ne concerne pas toutes les cellules de 1'orga-
nisme mais seulement quelques cellules et dans des situations bien particulieres. D’autres
mécanismes interviennent sur toutes les cellules de 'organisme, mais uniquement a des
stades particuliers du développement de la cellule tels que les divisions cellulaires avec les
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recombinaisons inégales.

1.1.1.2 Variabilité liée a certains stades de développement : les recombinai-
sons inégales

A la différence de la recombinaison VDJ qui diminue le nombre de nucléotides du
génome, les recombinaisons inégales peuvent augmenter ou diminuer le nombre de nu-
cléotides. Quand les deux chromosomes d'un génome diploide se séparent au cours d’'une
méiose (division sexuée de la cellule) ou d’'une mitose (duplication non sexuée de la cel-
lule), les recombinaisons inégales permettent aux deux cellules filles d’obtenir un génome
différent de la cellule mere [21]. La recombinaison inégale est principalement produite
par trois phénomenes biologiques : les crossing-over inégaux, les échanges inégaux entre
chromatides sceurs et les recombinaisons inégales pendant la réplication de '’ADN (Figure
1.4).
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F1G. 1.4 — Recombinaisons inégales de 'ADN [21].

Ces trois recombinaisons inégales sont toutes dues a des éléments répétés (par exemple
des éléments transposables) présents dans le génome [21]. Au cours de la méiose ou de
la mitose, les deux chromosomes homologues peuvent échanger des portions de séquences
grace a deux cassures chromosomiques qui permettent de maintenir le méme nombre
nucléotidique dans chaque brin. Dans une recombinaison inégale, il y a une cassure au
niveau d’une répétition, a une position donnée sur un chromosome, et une autre cassure
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dans la méme répétition, mais a une position différente sur un autre chromosome (Figure
1.4) [21]. La recombinaison entraine I’échange des deux brins chromosomiques apres la
cassure.

Pour les crossing-over entre deux chromosomes homologues ou pour les échanges in-
égaux entre chromatides sceurs (deux brins du méme chromosome), une différence de taille
est observée entre les chromosomes qui ont subi cette recombinaison et les chromosomes
intacts. Cette différence est due a la différence de position de I’élément répété utilisé lors
de la recombinaison. Le brin chromosomique dont I’'élément répété est le plus éloigné du
centromere (portion du chromosome utilisée lors de la séparation des chromosomes dans
la méiose) augmente de taille, alors que le brin dont I’élément répété est le plus proche
du centromere diminue de taille (Figure 1.4). Par exemple, sur le chromosome 4 du gé-
nome d’Arabidopsis thaliana, le taux moyen de crossing-overs est de 4,6 centiMorgans
par Mégabase (Mb) [54]. Un centiMorgan correspond a 1 crossing-over pour 100 méioses.
Les éléments transposables sont responsables de 15 a 30 % de ces crossing-overs chez
Arabidopsis thaliana [153].

Concernant ’échange d’ADN durant la réplication, I'une des deux copies du chro-
mosome perd la partie de séquence présente entre les deux copies de I'élément répété
responsable de cette cassure (Figure 1.4). L’autre copie acquiert la partie entre ces deux
éléments répétés. Si la partie génomique entre les deux répétitions contient un gene, I'une
des cellules filles contiendra les deux copies du gene alors que 'autre cellule fille aura perdu
ce gene (Figure 1.4). Cette recombinaison est surtout présente dans les génomes bacté-
riens et au cours de la méiose des génomes eucaryotes [21]. Chez I'étre humain, le taux de
recombinaisons inégales estimé varie par génération de 1071% & 1072 [108]. Ces recombi-
naisons peuvent provoquer des maladies génétiques telles que des dystrophies musculaires
[151].

Les recombinaisons inégales sont détectées grace a l’alignement des deux séquences
cibles ayant subi la recombinaison avec une séquence de référence. La comparaison avec la
séquence de référence montre qu’une délétion apparait dans la séquence recombinée qui a
perdu un locus, et qu'une insertion est observée dans la séquence recombinée qui a gagné
un locus. La séquence insérée doit étre identique a la séquence délétée pour prouver qu’il
s’agit bien d’une recombinaison inégale.

1.1.2 Meécanismes de variabilité générale du génome

D’autres mécanismes sont capables de provoquer des modifications de séquence plus
générales dans tous les types cellulaires et a tous les instants de leur cycle biologique.
Ces mécanismes sont principalement réalisés par les virus intégrés aux génomes, les élé-
ments transposables, les mini/microsatellites et les transferts horizontaux. Ces éléments
sont donc des facteurs importants dans la dynamique de variation d’un génome. Les
mini/microsatellites se différencient des éléments transposables et des virus par leur man-
que de mobhilité : les satellites sont des répétitions locales alors que les insertions virales
et les éléments transposables sont dispersées dans le génome. Nous établissons aussi dans
cette partie que les éléments transposables ont une action indirecte sur les autres méca-
nismes globaux de variation du génome, soulignant encore leur importance et la nécessité
de les étudier pour comprendre la dynamique des génomes.
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1.1.2.1 Les microsatellites et les minisatellites

Les satellites sont de courtes séquences répétées en tandem (I'une & la suite de autre).
Les microsatellites sont des séquences répétées de 1 a 5 nucléotides alors que le motif
des minisatellites peut atteindre une taille de 100 nucléotides [21]. Certaines régions du
génome humain contiennent plusieurs centaines, voire plusieurs milliers d’unités répétées
en tandem [21, 194]. Si les micro/minisatellites sont répartis dans tout le génome, certaines
régions telles que les télomeres présentent une plus grande concentration de ces éléments
[66]. En effet, un micro/minisatellite est créé au cours de la réplication de ’ADN. Parfois
I’ADN polymérase est bloquée par une structure secondaire de ’ADN et "patine” sur cette
portion d’ADN : la polymérase revient en arriere de un a plusieurs nucléotides, relit la
séquence et la recopie en créant une nouvelle unité du satellite sur le brin nouvellement
créé [21]. Ce retour peut étre répété plusieurs fois au cours d’une méme réplication. Cette
structure secondaire de I’ADN provient des séquences déja répétées en tandem ou de
séquences palindromiques (par exemple les palindromes des éléments transposables). Les
satellites ont peu de roles fonctionnels connus [21]. Comme les recombinaisons inégales,
les micro/minisatellites sont responsables de maladies comme le syndrome de Lynch chez
'étre humain [88].

1.1.2.2 Les virus
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F1G. 1.5 — Différents cycles de réplication d'un virus Lambda dans une bactérie [22].

Les virus sont des éléments génétiques mobiles. Ils sont considérés comme des parasites
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moléculaires et non comme des organismes vivants, car ils sont incapables de se répliquer
seuls [22]. La Figure 1.5 décrit le cas d’un virus & ADN. Le virus se fixe a la cellule hote et
injecte son génome (Figure 1.5). Apres circularisation de ’ADN; le virus peut agir selon
deux modes de réplication : le cycle lytique et le cycle lysogénique (Figure 1.5) [22]. Le
cycle lytique permet au virus de se multiplier rapidement dans la cellule hote jusqu’a sa
mort (la lyse) (Figure 1.5). Le cycle lysogénique quant & lui préserve la cellule hote. En
effet, ’ADN viral s’integre dans le génome hote et devient silencieux pour ’hote. Au cours
de sa réplication, la cellule copie aussi le génome viral intégré.

Les virus peuvent occuper une large proportion du génome hote, par exemple le génome
humain est composé de 1 a 2 % de rétrovirus HERV [144]. Un virus peut encapsider
(par erreur) une partie du génome hote, cette séquence est alors transportée dans un
autre organisme et permet le transfert horizontal de genes par voie virale. Ainsi, les virus
parasitent continuellement tous les types d’organismes vivants, ce qui leur conferent un
role important dans I’évolution des especes et la dynamique des génomes.

De nombreux virus sont apparentés a des éléments transposables : par exemple les
rétrovirus et les rétrotransposons ont des séquences nucléotidiques similaires a I’exception
du gene de I'enveloppe virale absent chez les éléments transposables [39].

1.1.2.3 Les transferts horizontaux
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F1G. 1.6 — Proportion de transferts génétiques horizontaux dans certains génomes bactériens [21].

Les transferts horizontaux sont des transferts d’ADN d’un organisme a un organisme
d’une autre espece [21]. Ces transferts permettent I’acquisition de nouveaux genes par le
génome receveur. Ces transferts sont opérés par les éléments génétiques mobiles tels que
les virus et les éléments transposables.

Les transferts horizontaux ont une place tres importante dans I’évolution et la varia-
bilité des procaryotes. Par exemple plus de 10 % des séquences codantes d’Escherichia
coli proviennent de transferts horizontaux (Figure 1.6) [21]. Les transferts horizontaux
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sont plus difficiles & montrer chez les organismes eucaryotes, mais la phylogénie (étude de
I’évolution des genes) de certains genes permet d’en identifier les traces [4]. Il ne s’agit bien
stir que d’observations indirectes, par analyse comparative des génomes contemporains.
La phylogénie permet de produire des hypotheses de transferts au cours de 1’évolution
expliquant la variabilité observée.

L’analyse des précédents mécanismes de variabilité ponctuelle ou générale des génomes
a mis en évidence I'implication directe ou indirecte des éléments transposables (ETs). Ces
éléments transposables sont aussi eux-mémes des acteurs importants de variabilité, de par
leur activité de transposition et de par leur capacité d’action dans tous les types cellulaires
et a tous les moments du développement cellulaires. Nous allons maintenant établir le role
direct et majeur des E'T's dans la plasticité des génomes, en décrivant leurs caractéristiques
structurales et fonctionnelles et leur mode d’interaction sur les génomes.
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1.2 Les éléments transposables

Contexte historique

Barbara McClintock a mis en évidence en 1944 des phénomenes d’instabilité géné-
tique chez le mais qu'elle attribue a I’élément mobile Ds (Dissociation) et a 1’élément
Ac (Activateur). Ce n’est qu'en 1951 qu’elle présente pour la premiere fois les éléments
transposables au Cold Spring Harbor Symposium [142]. Elle obtiendra le prix Nobel en
1983 pour ses travaux sur les éléments transposables (ETSs).

Chez les bactéries, les séquences IS (Insertion Sequence) sont découvertes en 1969
dans V'opéron gal de FEscherichia coli. Au cours des 30 dernieres années, de nouvelles
familles d’éléments transposables ont été découvertes dans tous les génomes eucaryotes et
procaryotes connus. Aujourd’hui encore, de nouveaux types d’éléments transposables sont
découverts. Par exemple, le type Polintons/Maverick [96] est le dernier type d’éléments
transposables décrit en mars 2006.

1.2.1 Définition des éléments transposables

Les éléments transposables (ETs) sont des séquences d’ADN répétées, caractérisées
par leur capacité a se multiplier au sein du génome hote par des processus moléculaires
plus ou moins identifiés, rassemblés sous le terme de transposition [39]. La transposition
est définie par le mouvement de matériel génétique d’une position chromosomique a une
autre. Il est important de restreindre cette notion a la capacité que possedent certains
segments d’ADN a se déplacer vers de nouveaux sites génomiques par des mécanismes
indépendants du processus de recombinaison homologue. Les séquences qui possedent
cette capacité intrinseque a changer de localisation chromosomique sont appelées éléments
mobiles ou éléments transposables [39].

1.2.1.1 Structure générale des éléments transposables

Les éléments transposables sont bordés par des répétitions directes ou T'SD (Target
Site Duplication) qui sont généralement créées lors de I'insertion de 1’élément transposable.
Les T'SDs sont caractéristiques d’une famille d’éléments transposables. La plupart des ET's
ont aussi a leurs extrémités des répétitions inversées terminales (Figure 1.7). La taille de
ces répétitions inversées dépend de la famille de 1’élément transposable.

On distingue deux types d’éléments transposables : les éléments transposables auto-
nomes, et les ETs non-autonomes. Les éléments transposables autonomes contiennent un
ou plusieurs ORFs codant pour des protéines fonctionnelles impliquées dans sa trans-
position et la régulation de cette transposition (Figure 1.7). Les ETs non-autonomes ne
possedent pas d’ORFs (Open Reading Frame) correspondant & ces protéines de transpo-
sition. Les éléments transposables sont répartis en plusieurs catégories selon leur mode de
transposition [71].

1.2.1.2 Meécanismes de transposition et classification des éléments transpo-
sables

Les éléments de classe I, ou rétrotransposons, transposent par transcription de ’ADN
en ARN simple brin, lui-méme réverse-transcrit en ADN et inséré dans le génome hote
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(Figure 1.7). Les rétrotransposons présentent un mécanisme de transposition de type
"copier-et-coller” [71]. Les éléments de classe 11, ou transposons, utilisent un intermédiaire

de type ADN et assurent leurs transpositions selon un processus de type "couper-et-coller”
(Figure 1.7).
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FI1G. 1.7 — Mécanismes généraux de transposition. Les ORFs des ETs autonomes sont transcrits puis
traduits. Les protéines codées par les éléments de classe I vont reconnaitre la molécule d’ARN pour
réaliser la rétrotransposition. Les protéines codées par les éléments de classe II reconnaissent la molécule

d’ADN et la coupent pour réaliser la transposition.

Dans chacune de ces deux classes d’éléments transposables, on peut définir des sous-
classes couramment décrites en termes de superfamille et de famille ’ETs. Une famille
d’éléments transposables est un ensemble de séquences répétées, présent dans le meme
organisme, et partageant de fortes caractéristiques telles que les ORFs ou la séquence
entiere. Une superfamille d’éléments transposables est un ensemble de familles d’éléments
transposables partageant des caractéristiques communes (généralement moins strictes que
celles d’une famille), et présent dans un ou plusieurs génomes. Par exemple, la superfa-
mille Tcl/mariner est l'ensemble des familles Tcl/mariner réparties dans les génomes
eucaryotes qui partagent les mémes répétitions inversées et les mémes TSD.

1.2.2 Les éléments transposables de classe I ou rétrotransposons

Les éléments de classe I sont apparentés aux virus [39] et, comme eux, contribuent
largement a la dynamique des génomes. Ces éléments sont aussi appelés rétrotransposons
a cause de leur similarité structurale avec le génome des rétrovirus. De plus, ils représentent
la majorité des éléments transposables chez les mammiferes et parfois une large proportion
de leur génome. Par exemple, ils représentent plus de 45 % du génome humain [83].
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Grace a leur mécanisme de transposition ("copier-et-coller”), une seule matrice d’ADN
peut donner plusieurs centaines de copies au cours d'un seul événement de transposi-
tion. Ces éléments possedent une capacité d’invasion tres importante au sein des génomes
hotes. De ce fait, ils constituent une grande partie des génomes eucaryotes [114]. Les ré-
trotransposons semblent n’exister que dans ces génomes eucaryotes. Les rétrotransposons
sont eux-meémes classés en deux sous-classes : les rétrotransposons & LTR (Long Terminal
Repeat) et sans LTR.

1.2.2.1 Rétrotransposons a LTR
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F1a. 1.8 — Organisation génomique des différents rétrotransposons & LTR [79, 176].

Les LTRs (5" et 3’), longs de 100 pb a 5 kb, possedent des répétitions inversées a
chaque extrémité qui se divisent en trois parties : U3, R et U5 [114, 176] (Figure 1.8).
La partie U3 contient 'enhancer (motif de régulation activant un promoteur) et le pro-
moteur nécessaires et suffisants pour la transcription du rétrotransposon. La partie R
contient I’hairpin (tige-boucle) qui sert de signal de début de la réverse-transcription. La
partie U5 contient le site de polyadénylation nécessaire pour finir la transcription. Les
rétrotransposons autonomes possedent deux ORFs codant pour les genes gag et pol. Le
gene gag (Group Associated Antigen) code une polyprotéine a lorigine de la matrice, de
la capside et de la nucléocapside des particules de type rétroviral. Le gene pol (POLymé-
rase) contient des domaines protéiques pour une protéase, une transcriptase inverse qui
convertit la molécule ’ARN en ADN double brin, une RNAaseH qui dégrade ’ARN lors
de la synthese du deuxieme brin d’ADN, et une intégrase responsable de 'intégration de
la nouvelle copie dans le génome hote (Figure 1.8). Apres la traduction de PARNm (ARN
messager) en séquence primaire de protéines, cette séquence subit un clivage protéolytique
qui donnera naissance aux différentes protéines actives.

Lors d’'un événement de rétrotransposition, la séquence d’ADN est transcrite a partir
de la partie R présente dans le LTR 5’ jusqu’a la partie R du LTR 3’ [114]. L’ARNm
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résultant est traduit dans le cytoplasme en protéines nécessaires pour la réverse transcrip-
tion et l'intégration. Un ARNt (ARN de transfert) s’associe avec '’ARNm et forme alors
une courte région ARN double brin, qui sert de point d’ancrage a la reverse transcrip-
tase. Apres la formation d’'un complexe ADN-ARN, la RNAaseH détruit cet ARN pour
laisser ’ADN simple brin. Cet ADN s’hybride avec une structure circulaire qui permet de
continuer la réverse transcription jusqu’a l'obtention d’'un ADN simple brin complet et
circulaire. Le deuxiéme brin d’ADN est initié au niveau de la zone polypurine (PolyPurine
Tract (PPT)) proche du 3" LTR. L’ADNc (ADN complémentaire) double brin obtenu est
ensuite intégré dans le génome hote [79, 27].

Les rétrotransposons sont sous-classés en deux groupes distincts en fonction de la
position des ORF's présents dans le gene pol : les Tyl-copia et les Ty3-gypsy [176] (Figure
1.8). La principale différence entre ces deux groupes vient de I'ordre des protéines présentes
dans le gene pol. Chez Tyl-copia l'intégrase est située avant la réverse transcriptase et
la RNAaseH ; chez Ty3-gypsy, la réverse transcriptase et la RNAaseH sont situés avant
I'intégrase. Les Ty3-gypsy sont apparentés aux Metavirus, les Tyl-copya sont apparentés
soit aux Pseudovirus comme Tyl soit aux Hemivirus comme Ty5 (ces deux dernieres
familles appartiennent a la superfamille Pseudovirae) [39].

Récemment, des rétrotransposons a LTR non-autonomes, tels que les LARDs (LArge
Retrotransposon Derivative) ou les TRIMs (Terminal-Repeat retrotransposon In Minia-
ture), ont été découverts dans les génomes de plantes (Figure 1.8) [176] . Les TRIMs sont
les plus courts rétrotransposons a LTR : 500 bp avec des LTRs mesurant de 100 a 250
bp. Leur mécanisme de transposition semble lié¢ aux éléments autonomes, mais aucune
transposition n’a été décrite a ce jour. Les LARDs possedent de larges LTRs, jusqu’a 4,5
kb et une région interne riche en structures secondaires stables.

1.2.2.2 Rétrotransposons sans LTR ou rétroposons

Les rétrotransposons sans LTR, aussi appelés rétroposons, ne possedent pas de répé-
titions terminales inversées [71, 176]. L’extrémité 3’ présente une queue polyA de taille
variable et un signal de polyadénylation. Contrairement aux rétrotransposons a LTR, les
rétroposons n’utilisent pas d’ADN cytoplasmique au cours de leur transposition [176].
La grande diversité des rétroposons et leur similitude avec les rétrotransposons a LTR
suggerent que les rétroposons seraient & l'origine des rétrotransposons a LTR [39].

Les rétroposons transposent via un mécanisme commun aux introns de groupe II ap-
pelé TRRT (Target-primed Reverse Transcription) [156, 39]. L’endonucléase réalise une
coupure simple brin dans 'ADN de I'hote. La queue polyA de 'ARN du rétroposon se
fixe a un ADN polyT simple brin. L’ARN du rétroposon sert d’amorce pour la synthese
de ’ADNCc du rétroposon par la transcriptase inverse. Une deuxieme coupure intervient
alors sur I'autre brin d’ADN de I’hote permettant I'intégration finale du rétroposon sous
forme ADN [156, 158]. Les rétroposons autonomes contiennent deux ORF's : le premier
codant une protéine similaire a la protéine gag des rétrotransposons a LTR, le second
ORF codant au moins une endonucléase et une réverse transcriptase (Figure 1.9). La
plupart de ces ETs peuvent étre classés en quatre familles appelées LINE (Long INter-
spersed repetitive Element), SINE (Short Interspersed repetitive Element), élément I ou
RTE (Retrotransposable Element) [134].

Les RTESs, récemment découverts, sont des rétroposons autonomes d’environ 3,3 kb
et possedent de larges répétitions d’une centaine de paires de bases [134]. Contrairement
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aux autres rétroposons, I’élément RTE ne code que pour 'ORF2 (Figure 1.9), ce qui en
fait le plus petit rétroposon autonome connu actuellement.

ORF2
RTE An
ORF1 ORF2
Elément I [ENDO] | [ EED - TAAm
ORF1 ORF2
LINE An

Domaine-7SL.  Domaine-7SL
SINE Type 7SL —{ = — F An

Domaine-ARNt Domaine-LINE
Core

Type ARNt —{IEIT [ ATDn

Domaine-ARNt
Type ARNt  — I I - ~r
Légende
ENDO = endonucléase = ORF chevauchant
RT =reverse transeriptase A, , (ATT)y  (TAA)n = queue polyA
RH =RNAase H A, B =site de fixation 4 I'ARN pollll

F1G. 1.9 — Organisation structurelle des rétroposons [49].

Les éléments I mesurent environ 5,4 kb. En plus de ’endonucléase et de la reverse
transcriptase, 'ORF2 code pour une RNAaseH (Figure 1.9). Il possede une queue polyA en
3’ particuliere composée d’une succession de nucléotides TAA et ne contient pas de signal
de polyadénylation en 3’ [39]. Cet élément transpose spécifiquement dans les ovocytes des
drosophiles, provoquant ainsi le phénomene de dysgéneése des hybrides (si on croise un
male avec 1’élément I et une femelle sans cet élément, on obtient une tres forte mortalité
embryonnaire) [39)].

La séquence interne d'un élément LINE (Ex : famille L1) est composée de deux ORFs,
d’une queue polyA de longueur variable, d'un 5" UTR (UnTranslated Region = région
non traduite), et d'un 3’ UTR d’environ 670 pb [39]. L’ORF1 code une protéine de liaison
a ’ARN (Figure 1.9). La plupart des LINEs sont non fonctionnels car les 2 ORFs sont
saturés de codons STOP ou de décalages du cadre de lecture. La taille des LINEs varie
de 5 kb a 7 kb pour les éléments fonctionnels [79, 156] et peut atteindre 1 kb pour les
¢éléments non-autonomes.

Les SINEs (tels que la famille Alu dans le génome humain) sont tous des éléments
non-autonomes. Les SINEs sont composés de deux "boites” A et B qui sont deux sites
de fixation a 'ARN polymérase III et d'une queue polyA a l'extrémité 3’. Ils mesurent
de 100 a 500 pb et ne contiennent pas de terminateur de transcription pour ’'ARN po-
lymérase 111 [49, 163]. Cette ARN pollll est a 'origine de la transposition de la plupart
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des éléments SINEs. Récemment, il a été montré que les éléments SINEs B1 pouvaient
utiliser la machinerie de transposition des éléments LINEs [50]. Les SINEs sont divisés en
deux sous-groupes : le groupe principal dérive des ARNt et le groupe minoritaire dérive

de 'ARN 7SL [49] (Figure 1.9).

1.2.3 Les éléments transposables de classe II ou transposons

Dans cette section, nous décrivons la classe majoritaire des éléments transposables
présents dans les génomes de plantes telles que le mais ou Arabidopsis thaliana (génome
étudié au cours de ce projet). Les hélitrons, éléments transposables principalement étudiés
lors de cette these, sont des ET's de classe II.

1) Avant la transposition Ancien Locus Nouveau Locus
TSD TIRL TIRR TSD
—Ol—[T0— —O
TSD
—COl——e— —0—
2) Transposition Ancien Locus
_O ._
Transposase
ﬂ
&J O
— 00—
Nouveau Locus
2.1 Reconnaissance 2.2 Formation du complexe 2.3 Excision et Transposition
par la transposase Protéine - ADN du transposon
3) Apreés la tranposition
Ancien Locus HRL Nouveau Locus TR R TIR L Nouveau Locus TIR R
—00— —COl—) —
—0O0— — - e— —Ol——— 0
TSD
réparation ADN réparation ADN
Légende
| TSD = Target Site Duplication TIR = Terminal Inverted Repeat L =Left R = Right

F1a. 1.10 — Mode général de transposition des éléments de classe I [39]. Apreés la transposition, le
systeme de réparation de ’ADN par comparaison des deux chromatides sceurs, va recréer le transposon

dans 'ancien locus. C’est cette réparation qui permet I'amplification de 'ET de classe II.

Cette classe est généralement caractérisée par la présence d'un TIR (Terminaison In-
versée Répétée) aux extrémités de ces ETs. La structure palindromique des TIRs est
reconnue par la transposase (la protéine de transposition) (Figure 1.10). La plupart des
transposases de cette classe contiennent le motif catalytique DD34D/E. Contrairement
aux rétrotransposons & LTR et rétroposons, les transposons a ADN (transposons au sens
strict) ont été découverts aussi bien chez les procaryotes que chez les eucaryotes. La trans-
posase coupe le transposon et le transpose dans un nouveau locus génomique. Ce nouveau
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site est généralement identifiable par la présence du TSD. Le systeme de réparation de la
cellule recopie le TSD simple brin, pour obtenir deux copies du TSD, caractéristique de
cette transposition "couper-et-coller” (Figure 1.10).

1.2.3.1 Les transposons bactériens

On distingue également deux sous-catégories dans les transposons bactériens : la classe
I regroupe tous les éléments transposables IS (Inserted Sequence) et les transposons com-
posites formés d’IS, et la classe 11 regroupe les autres transposons bactériens, a I’'exception
des phages mutateurs.

IS (tel que IS10} tnpA
IS (tel que IS911) [orfA B orfB |
tnpA = OrfAB
IS (tel que IS91) &
IRL IRR
Transposon 5 xx 5
composite A I
Transposon res
non composite M wpa TSR —RNEERENN4
(tel que Tn3)
Transposon IRL IRR
Conjugatit (I'nC) tnsE | tnsD [ tnsC | tnsB [ tnsA |—«f

(tel que Tn7})

Légende :

W - gene codant pour une activite p = répetition inversée
catalytique ou géne de résistance int = intégrase

res = site spécifique de = ORF chevauchant
recombinaison de la résolvase ﬁ? — tige-boucle

F1a. 1.11 — Structure et organisation des différents transposons bactériens [147, 146]

Les transposons IS sont les plus simples ETs connus : ils mesurent environ 2,5 kb
et sont terminés par des IR (répétitions inversées) de 10 a 40 pb [39]. Ils codent pour
une transposase (tnpA) (Figure 1.11). Certaines familles d’IS, par exemple 'IS911, ont
une transposase codée par deux ORFs. Si deux IS sont assez proches I'un de l'autre, la
transposase reconnaitra les deux IS et déplacera ’ADN de I’hote compris entre ces deux
transposons : on parle alors de transposons composites (Ex Tnb) (Figure 1.11) [147].

Les transposons IS91 ont une structure plus complexe que les précédents IS avec
deux ORFs, 'ORF426 contenant un géne de I’hélicase indispensable a la transposition
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et 'ORF121 contenant un gene de la famille RPA (Replication Protein A) non indispen-
sable a la réplication de I'IS [146]. IS91 est flanqué de deux courtes répétitions inversées
appelées IRL et IRR et d’une tige-boucle subterminale (Figure 1.11) [146, 16]. Ce trans-
poson s’insere au niveau de la séquence CTTG mais ne provoque pas sa duplication [52].
La répétition inversée IRL ne semble pas indispensable a la transposition d’IS91 [146] qui
transpose via un mécanisme de rolling-circle analogue a certains plasmides et au phage
O X174 [16, 47]. IS91 possede beaucoup de caractéristiques similaires aux éléments trans-
posables eucaryotes "hélitron” que nous étudions dans cette these.

La classe II des transposons bactériens est composée de deux grands types de transpo-
sons : les transposons non composites et les transposons conjugatifs. Les transposons non
composites (Exemple : Tn3) sont composés de deux ORF's nécessaires a la transposition :
la transposase (tnpA) et la résolvase (recombinase tnpR). Ils possedent généralement un
ORF codant pour un gene catalytique ou de résistance (RES sur la figure 1.11) et sont
flanqués par des IR de 40 pb environ.

Les transposons conjugatifs (TnC) possedent tous une intégrase, mais pas toujours
d’'IR (Figure 1.11). Les TnC sont des éléments chimériques qui possedent les propriétés
de plasmides conjugatifs et d’intégration des bactériophages. Ces éléments sont impliqués
dans la dispersion de la résistance aux antibiotiques [147]. Les TnC existent dans la
cellule sous deux formes distinctes : la forme linéaire, intégrée dans le génome (intégration
similaire aux virus) et la forme circulaire dans le cytoplasme qui est la forme conjugative.

1.2.3.2 Les transposons eucaryotes

Cette classe regroupe sept grands types d’éléments transposables qui différent par la
structure de leurs TIRs et de leurs ORFs codant pour la transposase : les éléments de
type bactérien, la superfamille TC1/mariner, la superfamille hAT, les éléments MuDR,
les éléments de types Foldback, les Hélitrons et les Polintons.

Les éléments de type bactérien sont les éléments transposables les plus connus et les
plus fréquents des transposons & ADN (Figure 1.12). L’élément le plus connu est sans doute
I’élément P de la drosophile qui utilise un mécanisme de type "couper-et-coller” [39]. Sa
découverte est associée a la mise en évidence de phénomenes dits de dysgénese des hybrides
chez la drosophile [103]. L’élément P mesure de 0,5 a 2,9 kb pour I’élément autonome [39],
possede des TIRs de 31 pb indispensables a sa transposition et des répétitions inversées
subterminales de 11 pb (Figure 1.12).

La superfamille T'c1/mariner est aussi une famille de transposons tres étudiée et couvre
la plupart des phyla eucaryotes allant des protozoaires aux mammiferes. Les éléments
Tcl/mariner sont parmis les éléments les plus simples des transposons eucaryotes. Ils
mesurent de 1,3 a 2,4 kb [39]. La taille des TIRs est conservée a l'intérieur d’'une méme
famille, mais varie de 20 a 40 nucléotides entre les membres de la superfamille [188]. Le
TSD des Tcl/mariner est composé du dinucléotide TA [39, 188]. Les Tcl/mariner ne
contiennent qu’un seul exon codant pour la transposase de 340 a 350 acides aminés, com-
posée par la triade catalytique DD34D/E (Figure 1.12). [174, 7]. Par exemple, 1’élément
Hsmarl mesure 1287 pb et a des TIRs de 30 pb [78].

La superfamille hAT contient deux sous-superfamilles : les éléments hAT et les éléments
CACTA. En plus des TIRs, les éléments de ces deux superfamilles possedent une séquence
palindromique subterminale qui permet une régulation en cis de leur transposition [39,
208]. Les éléments hAT sont présents dans la plupart des eucaryotes tels que les levures,
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les poissons et les humains [102]. Tous les éléments hAT présentent une structure similaire
bordée par un TSD de 8 bp, mais la taille des TIRs est variable [102, 39]. La plupart des
éléments hAT autonomes font plus de 4 kb. Les éléments Ac/Ds découverts par Barbara
McClintock font partie de cette famille d’ETs. La superfamille CACTA présente des TSD
de 3 bp et leurs genes sont souvent constitués de plusieurs introns (Figure 1.12) [39]. Les
TIRs ont aussi des séquences variables d’une famille a I'autre et mesurent de 10 a 28 pb.
Ils sont constitués d'une région subterminale répétée de 10 a 20 pb [208].

élément P HD H H |_| M_<
e
(Tel)
hAT élément =1 H H H <]«

(Ac)
tnpD tnpA
(En/Spm)
mudrA mudrB

MuDR T

n

RPA-Helicase ﬁ

Int ORFs Pro Ant Pol B

Polintons /
Maverick > H HEH HE—

> = Repetition Terminale Inversee (TIR) |> = Répétition Subterminale ﬂ. = Tige-boucle

= ORF codant pour la transposase

( sauf si indication contraire) D = Repétition Inversée . O = Extrémités helitroniques

F1G. 1.12 — Structure et organisation des différents types de transposons eucaryotes [30].

Les éléments autonomes MuDR sont composés de deux genes MudrA et MudrB (Fi-
gure 1.12) [51]. Les différentes familles sont bordées par des TIRs hautement conservés
d’environ 200 bp. MudrA code pour une transposase (MURA) similaire aux protéines
de transposition de certains transposons bactériens IS. MudrB code pour une protéine
(MURB) non nécessaire a la transposition dont le role reste incertain [51, 187]. Les élé-
ments non-autonomes ou MULEs (Mutator-like elements) sont mobilisés par la protéine
MURA [187].

Les éléments de type Foldback [165] sont des transposons qui possedent de tres grandes
inversions structurées en trois domaines : un domaine terminal, un domaine subterminal
inversé répété de taille variable et un autre domaine répété un certain nombre de fois entre
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les deux précédents [44] (Figure 1.12). Si leur structure rappelle les éléments de classe 11,
leur mode de transposition est encore aujourd’hui inconnu [39)].

Les hélitrons sont des transposons caractérisés en 2001 par Kapitonov et Jurka [98].
Ils ont la particularité de ne posséder aucune répétition inversée ni de TSD. Les hélitrons
sont le type d’éléments transposables étudiés au cours de cette these. Le chapitre 1.3 étant
entierement consacré a ce type hélitron, ils ne seront plus cités dans ce chapitre.

Les Polintons ou Maverick sont ses types d’éléments transposables de classe II dé-
couverts plus récemment [96]. Les Polintons sont caractérisés par des TIRs de plusieurs
centaines de nucléotides et par la présence d’'une DNA Polymérase B parmi leur ORFs.
L’analyse phylogénétique semble indiquer que les Polintons sont proches des Adenovirus.

Transposons Autonomes

Faible nombre de copies
Transposons avec délétions internes Transposons avec délétions internes

g g

\l/ délétions internes d/

Famille de MITE Famille de MITE

délétions internes

e

Famille de MITE Famille de MITE

pilld  pE«
>«
>«
>«

Légende

I:' Séquence Interne } ITR

F1G. 1.13 — Création et amplification des MITEs & partir des transposons & ADN [39]. La palette de
couleur marque les différentes portions de la séquence interne de 1’élément autonome. Au cours de 1’évolu-
tion, les copies de I’élément autonome subissent des délétions de séquences internes que 1’on peut observer
grace a la délétion de certaines couleurs dans les éléments non-autonomes. Ces copies délétées subissent
elles-mémes des délétions/mutations pour former de courtes séquences appelées MITEs. Les MITEs pos-
sédent généralement, en plus des TIRs, la séquence subterminale de I’élément autonome (3 familles sur
4 dans ce schéma). Les mutations de la séquence interne peuvent rendre impossible la reconnaissance de

cette séquence par rapport a 1’élément autonome (couleur grise et vert foncé sur le schéma).

Pour compléter ce panorama, il faut ajouter des sous-familles d’éléments non-autono-
mes (sans capacité propre de transposition), les MITEs (Miniature Inverted Transposable
Elements), mis en évidence depuis quelques années dans la plupart des génomes [39,
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68, 89]. Les MITEs sont issus de la délétion/insertion/mutation de la séquence interne de
transposons autonomes de classe I (Figure 1.13) [68]. Si les MITES, les plus connus sont les
MITEs issus de la superfamille Tcl/mariner [159], les autres superfamilles de transposons
peuvent aussi créer des MITEs; tels que le MITE Pack MuLLE pour la superfamille Mutator
[89] ou le MITE hATpin pour la superfamille hAT [148].

Les MITESs possedent une grande homologie avec les TIRs et parfois avec la séquence
subterminale des éléments autonomes (Figure 1.13). Ils présentent une structure secon-
daire stable (parfois plus stable que celle de I’élément autonome dont ils sont issus) et une
tres grande proportion de nucléotides A+T. Comme les SINEs et les LINEs, les MITEs
sont plus nombreux dans les génomes que les éléments autonomes dont ils sont issus [39].

1.2.4 Roles et importance des éléments transposables dans les
génomes hotes

En plus de leur role dans la plasticité structurale du génome, la plupart des ETs ont
aussi un impact sur ’expression des genes, la structure des régions promotrices, et méme
sur le fonctionnement cellulaire. Ils peuvent avoir un role positif, et dans ce cas le génome
favorisera parfois leur invasion. Nous étudions d’abord la dynamique des ETs via leur
proportion dans certains génomes. Nous présentons ensuite quelques exemples de roles
des ET's dans les génomes.

1.2.4.1 Proportions et distributions des éléments transposables dans les gé-
nomes

0 20 40 60 80 100

- EE Lilium (Lyly)
- Rana esculenta (Tree frog)
R - Bombina variegata (Toad)

I 50 Zea mays (Maize)
I 5 Homo sapiens
I Mus musculus (Mouse)
[ kY Xenopus laevis (Xenope)
B Gallus domesticus (Chicken)
| B Drosophila melanogaster (Drosophile)
B 14 Arabidopsis thaliana (Wall cress)
I3 Saccharomyces cerevisiae (Yeast)
10,3 Escherichia coli (Bacteria)

F1G. 1.14 — Proportion en pourcentage d’éléments transposables dans certains génomes modeles [106]
(© Christian Biémont.

Si les ETs sont présents dans la plupart des génomes séquencés, leur représentation
dans ces génomes est variable [106, 104]. Les procaryotes, qui ont des génomes tres com-
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pacts et qui subissent des remaniements génomiques fréquents, possedent une faible pro-
portion d’ETs (Figure 1.14). Les eucaryotes possedent une proportion plus variable d’élé-
ments transposables. Chez les plantes, a 'exception du génome d’ Arabidopsis thaliana, les
génomes séquencés possedent plus de 50 % d’ETs (Figure 1.14). Les amphibiens ont aussi
une large proportion d’ETs dans leur génome. Une corrélation positive non généralisée
(ne s’appliquant pas a tous les génomes) a été montrée entre la taille d'un génome et la
proportion des ETs dans ceux-ci [104] : plus les ETs sont présents dans un génome et plus
la taille du génome est importante.

Au sein d’'un méme génome, la capacité invasive et les proportions des différentes
classes d’ET's sont aussi variables (Figure 1.15). Ainsi, la famille LINE est 1’élément trans-
posable majoritaire chez I’étre humain, tandis que les rétrotransposons prédominent dans
le génome du riz [83, 84].

112 0,06 1,39 1:02 0,26

8,29

W SINEs

m LINEs

B LTR-éléements

O superfamille hAT
W Tc1/mariner

O Non Classifié

18,24

2,26

Riz Humain

F1G. 1.15 — Proportion des différents types d’éléments transposables dans le génome du riz et de 1’étre
humain [83, 84].

1.2.4.2 Roles des éléments transposables dans le fonctionnement des genes

Barbara McClintock a observé indirectement I'insertion de 1’élément Ds dans le gene
wazy du mais [142]. Par la suite, les insertions des ETs dans les exons ont été tres étudiées
[39, 37, 105], comme les effets létaux ou les maladies qu’ils provoquent [28]. Il a été montré
que leurs insertions ne correspondent pas réellement a des régions spécifiques du génome.

Meéme si leurs insertions n’ont pas lieu dans les exons, les ETs peuvent influencer les
genes situés a proximité. Les ETs peuvent aussi s’insérer dans les promoteurs, dans les
introns ou les parties transcrites non traduites du gene.

L’insertion d'un élément transposable dans le promoteur peut modifier la transcription
du gene [206]. Cette insertion peut inhiber les boites de régulation qui augmentent alors
la transcription d'un gene [35] ou plus simplement éteindre le gene [91]. Mais 'insertion
d’un élément transposable dans le promoteur d'un gene peut aussi donner un avantage au
génome hote, par exemple la création de nouveaux genes par mutations [19, 20, 89).

Les effets des ETs sur l'activité des promoteurs ont été tres étudiés chez les mammi-
feres, en particulier dans le cas des rétrotransposons et des rétroposons [39]. Un élément
transposable peut augmenter la transcription d'un gene situé a proximité (Figure 1.16).
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Le rétrotransposon gypsy peut augmenter la transposition d’un gene en s’insérant dans
son promoteur : la transcription du gene rapporteur de la luciférase est augmentée jusqu’a
un facteur 8 [206] (Figure 1.16). De méme, "augmentation du nombre de transcrits d’un
gene de drosophile marqué par un ET a été observé in wvivo [110].

Expression relative

|T Luciférase | [ M
Gypsy

!(20 bp)—lj Luciférase | B
Oypsy

!(450 bp)—l—T TLuciférase | | [ I i
Gypsy

!(970 bp)—? Luciférase | | —

Gypsy
!(4,9 kb)—? Luciférase | [ —

F1G. 1.16 — Activation du gene rapporteur de la luciférase par I’insertion du rétrotransposon de type
Gypsy [206]. Si Vinsertion de gypsy a lieu & une courte distance du codon START, elle provoque la
diminution de la transcription du gene. Elle I’augmente pour une distance plus grande.

Les éléments transposables peuvent modifier la localisation tissulaire de la transcrip-
tion d’un gene donné : chez I’humain et la souris, une dizaine de genes orthologues ont une
transcription tissulaire différente selon l'insertion ou non d’éléments transposables dans
I'un des deux génomes [46].

D’autre part, les éléments non-autonomes peuvent apporter de nouveaux motifs de ré-
gulation contenus dans leurs séquences internes [164]. Chez 'humain, la séquence Alu
contient plusieurs motifs de liaison aux facteurs de transcription [186] (Figure 1.17).
Ces motifs vont modifier le profil d’expression du gene a proximité [39]. L’élément non-
autonome peut s’insérer dans le promoteur et devenir une partie intégrante de celui-ci [14]
ou devenir le nouveau promoteur du gene [56].

Meéme si les éléments transposables jouent un role dans la transcription des genes
en s’insérant dans leur région promotrice [39], a I'exception d’une étude de Thornburg
sur les promoteurs humains [201], les analyses bioinformatiques des promoteurs retirent
généralement la séquence de I’'E'T du promoteur pour I’étudier.

Un ET inséré dans un intron peut provoquer un épissage alternatif du gene [55] et
I'insertion dans les régions transcrites non traduites peut créer un changement de stabilité
de PARNm [53].

Si les ETs modifient la transcription des genes du génome hote, ils peuvent aussi mo-
difier le nombre de genes de ce génome. Lors de la transposition, si deux éléments trans-
posables transposent au cours du méme événement de transposition, ’ADN génomique
situé entre ces deux transposons est aussi dupliqué dans un nouveau locus chromosomique
[197, 39]. Le nombre de genes dans le génome hote peut aussi augmenter grace a la capture
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l:' Eecombinogenic site SCCCTETAATCCTAGCACTTITGGAGGC &

- A-Box ' GGGCGCGETGGEE 3

[ | B-Box 5 GATIT(CITRANNGC 3

F1G. 1.17 — Motifs de régulation contenus dans une séquence consensus de 500 copies Alu [186].

de différents exons et a la création de nouveaux genes paralogues [15].

1.2.4.3 Roles des éléments transposables dans la création de nouveaux genes

En plus de la capacité des ETs a controler I'expression d'un gene hote, ils peuvent
aussi se transformer en nouveau gene hote. Cette transformation s’effectue apres la perte
de mobilité (perte des extrémités palindromiques et/ou des genes de transposition dans le
génome) et la mutation de la séquence interne de I’élément transposable. Certains éléments
non-autonomes peuvent capturer des fragments de genes différents [89] et peuvent étre
transcrits en un seul ARNm [149]. Ainsi, une récente étude a démontré que 5 % des exons
du génome humain dérivent des rétrotransposons Alu [111].

1.2.4.4 Roles des éléments transposables dans la structure du génome

Lors de la mitose, les séquences répétées peuvent étre I’objet des recombinaisons non
homologues (chapitre 1.1.1.2) [15]. Par exemple, la recombinaison non homologue d’élé-
ments SINEs et la perte de séquence génomique ont provoqué 'apparition de cancers
dans des lignées cellulaires humaines [39]. Ces recombinaisons n’entrainent pas que des
pertes de séquences de génomes hotes mais aussi des inversions de séquences [190]. Ainsi
la recombinaison de deux éléments LINEs chez I’humain a provoqué l'inversion de 4 Mb
du chromosome Y par rapport aux autres hominidés [39].

Certains éléments transposables s’inserent préférentiellement dans I’hétérochromatine
(portion de ’ADN du chromosome riche en ADN hyperméthylé contenant peu ou pas de
genes) [137, 190]. Ce processus joue un role essentiel dans les deux structures d’hétéro-
chromatine du chromosome : le centromere et les télomeres. Le centromere est la région
d’hétérochromatine entre les deux bras du chromosome qui permet la ségrégation des
deux chromosomes fréres au cours la division cellulaire [39]. Les deux exemples les plus
étudiés du role des ETs dans la structure centromere sont sans doute le role essentiel
du transposon Tigger chez 1’étre humain et du transposon Pogo chez la drosophile [39].
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Les télomeres sont essentiellement composés de séquences répétées en tandem, mais chez
la drosophile, ces répétitions sont remplacées par deux éléments transposables HetA et
TART qui assurent le maintien des télomeres au cours des divisions cellulaires par leur
activité de transposition [39, 29, 138].

1.2.4.5 Autres roles

Un autre role des éléments transposables a été largement étudié : la dysgénese des hy-
brides chez la drosophile. Le croisement d’un male porteur de ’élément P et d’une femelle
non porteuse provoque la transposition de I’élément P présent chez le zygote [39, 65, 171].
Ce phénomene se caractérise par des cassures chromosomiques, et des recombinaisons chez
les males, entrainant la stérilité.

En situation de développement "normal”, le génome hote doit controler et inhiber la
transposition des éléments transposables, par des mécanismes de controle épigénétique :
I'’hyperméthylation de I’ADN et les RNAi (RNA interference). La plupart des ETs sont
hyperméthylés dans la plupart des stades de développement, pour éviter leur transposition
(39, 112]. Ces deux mécanismes agissent a deux niveaux différents de la transcription. L’hy-
perméthylation de 'ADN empéche la transcription de 'ADN en ARNm grace a 'ajout
d’un résidu méthyl sur les cytosines [39]. Les RNAi empéchent la traduction de ’ARNm
en protéine par appariement d’'un ARN antisens sur ’ARNm, ce qui forme un ARN double
brin reconnu et détruit par la machinerie cellulaire de 1'hote [39]. Le transposon CACTA
chez Arabidopsis thaliana par exemple, est réprimé en présence de la protéine DDM]1
(protéine responsable de ’hyperméthylation des cytosines) et surexprimé si cette protéine
est mutée [101]. Le rétrotransposon DIRS-1 chez Dictyostelium est réprimé par hyper-
méthylation de sa séquence mais aussi par RNAi si hyperméthylation n’est plus active
[101]. Néanmoins, les éléments transposables peuvent apporter un avantage écologique et
adaptatif pour 'organisme hote lorsque I’hote se retrouve en situation de stress environ-
nemental. Une réponse adaptative de 1'hote pour tolérer ce stress peut étre de relacher
son controle sur les éléments transposables et de provoquer des mutations grace aux ETs.
Cela lui permet de générer de la variabilité et d’offrir un plus large éventail de phénotypes
compétitifs [74].

1.2.5 Détection in silico des éléments transposables

Les précédents exemples démontrent que les éléments transposables occupent une
grande place dans la dynamique et le fonctionnement des génomes. Si depuis Barbara Mc-
Clintock, les biologistes recherchent les ETs in vivo, la recherche d’éléments transposables
in silico s’est développée apres 'apparition des séquences génomiques (www.genomesonli-
ne.org) et de 'outil BLAST [3]. Pour rechercher les ETs, avant le début de cette these,
deux types de méthodes existaient principalement : la recherche par similarité de séquences
et la recherche de novo par filtres (Figure 1.18).

1.2.5.1 Détection par alignement de séquences

L’alignement d’une séquence requéte contre une ou plusieurs autres séquences connues
permet d’identifier cette séquence par similarité.

Il existe de nombreux logiciels qui utilise cette méthode. Parmi les plus connus nous
pouvons citer RepeatMasker (www.repeatmasker.org) [191] et CENSOR (www.girinst.org-
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/repbase/index.html) [95]. Ces deux programmes alignent la (les) séquence(s) requéte(s)
contre une bibliotheque de séquences. La bibliotheque de séquences d’ET's la plus connue
est la bibliotheque de Repbase [94]. Elle regroupe les éléments transposables de plusieurs
génomes et est mise a jour régulierement. La derniere version de cette bibliotheque au
moment de la rédaction de cette these est la version n°20061006. RepeatMasker est un
ensemble de script PERL (www.perl.org) qui automatise le lancement d’un programme
de comparaison de type BLAST (WU-BLAST ou Cross-Match). CENSOR fonctionne
sur le méme principe que RepeatMasker avec I'algorithme de comparaison de Smith et
Waterman [192].

Cette méthode par alignement de séquences est la plus utilisée pour la détection d’élé-
ments transposables [3, 13, 95, 94, 205]. Cette méthode a de plus l'avantage d’étre, plus
rapide et moins cotiteuse en temps de calcul. Elle est principalement utilisée pour annoter
les génomes séquencés tels que le riz ou le mais, dont les séquences contiennent beaucoup
d’éléments transposables [64, 92]. Néanmoins cette méthode a le désavantage d’étre tres
conservative en ne recherchant que des éléments similaires a des éléments déja connus.

[ Gimiaes ] [ "™
N S

Séquences Séquences
Cibles Cibles

Principe de la méthode par alignement Principe de 1la méthode par filtre

Légende :

_ Séquences résultats Programme

F1G. 1.18 — Les deux principales méthodes de détection des éléments transposables in silico.

1.2.5.2 Détection de novo des éléments transposables

Cette autre approche est basée sur la recherche d’éléments répétés a partir de la sé-
quence source et de parametres de détection tels que la taille de la répétition ou le nombre
d’occurrences de cette répétition (Figure 1.18) [211]. Cette approche ne détecte pas seule-



Les éléments transposables 35

ment les ETs mais aussi toutes les séquences répétées telles que les satellites ou les mini-
satellites [189].

La plupart des logiciels de détection de movo réalisent un alignement de la séquence
requéte selon deux principales méthodes : 'alignement du génome contre lui-méme et
I’alignement du génome contre un génome phylogénétiquement proche. Parmi les logiciels
qui utilisent I’alignement de la séquence contre elle-méme, nous pouvons citer Recon [12],
RepeatScout [167] et PILER [60]. Ils utilisent un dotplot (graphe matriciel) de I’alignement
de la séquence contre elle-méme puis en extraient les différents mots répétés a partir des
différents parametres de détection.

Parmi les logiciels alignant la séquence contre un génome phylogénétiquement proche,
nous pouvons citer le logiciel de Caspi et Pachter [31] et le logiciel de Salse et al. [178].
Le premier programme a réalisé I’alignement de cinq génomes de drosophiles et le second
a réalisé 'alignement d’Arabidopsis avec le génome du riz. Cette approche de novo a
permis de découvrir de nouvelles familles d’éléments transposables, telle qu’'une famille de
Gypsy avec PILER [60] dans le génome de Drosophila melanogaster. Comme la précédente
approche, elle ne permet pas de détecter les éléments qui ont une forte variation entre
séquences et /ou un faible nombre de copies dans un génome.

1.2.5.3 Autres approches

Récemment, 1’équipe de bioinformatique et génomique dirigée par Hadi Quesneville
a créé un pipeline (suite de logiciels) dédié combinant les deux approches précédentes
[170]. Cette stratégie a permis de ré-annoter les éléments transposables du génome de
Drosophila melanogaster. Elle pose encore des problemes de détection pour les éléments
en faible nombre de copies dans le génome.

Trois autres logiciels basés sur des structures d’indexation de séquences : I'arbre des
suffixes pour Reputer [116], le tableau des suffixes pour le logiciel de I’équipe de Rho et
al. [173] et l'oracle des facteurs pour FORRepeats [124], permettent ’étude des éléments
répétés dans un génome. Ces trois approches retrouvent parfaitement toutes les répétitions
exactes quelle que soit leur taille, mais ont des difficultés de détection des éléments mutés
notamment pour les éléments ayant subi des insertions-délétions. Le logiciel de 1'équipe
Rho est spécialisé dans la recherche de rétrotransposon a LTR. Il détecte deux répétitions
maximales exactes (répétitions bornées par des contextes différents) d’au moins 40 pb
et séparées d’un intervalle compris entre 1000 et 10000 pb, puis il aligne les séquences
trouvées et sélectionne celles qui contiennent des domaines protéiques caractéristiques des
rétrotransposons [173].

Nous terminons cette revue rapide par une méthode tres différente des précédentes
méthodes : LTR_STRUC [141]. LTR_STRUC recherche d’abord les deux LTRs grace a leur
similarité de séquences. A partir de ces fragments identiques de séquences, LTR_STRUC
va aligner les deux LTRs et considérer qu’ils s’agit bien de deux LTR si les deux séquences
alignées contiennent bien certains motifs spécifiques décrites dans le modele LTR inscrit
dans P'algorithme [141].

Si cette derniere méthode est restreinte aux rétrotransposons, cette approche par mo-
dele d’un élément transposable basé sur ses caractéristiques biologiques est la démarche la
plus proche de celle utilisée au cours de cette these et qui sera développée dans la partie :
Matériels et Méthodes.
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1.3 Hélitrons

Les hélitrons sont les éléments transposables qui font I'objet des études de cette these.
Ce chapitre établit que ces éléments transposables sont tres différents des autres ETs
tant au niveau de leurs séquences et de leur structure qu’au niveau de leur mode de
transposition et de leurs roles dans les génomes. Ces différences ont suggéré de les classer
dans certains articles comme des éléments de classe 11T (bien que les hélitrons soient des
éléments de classe II du point de vue de leur mode de réplication ADN).

1.3.1 Contexte historique

Un nouvel ET détecté chez Arabidopsis thaliana en 1999 avait été nommé ATR0053
dans la base de données AtRepBase (nucleus.cshl.org/protarab/AtRepBase.htm). Cette
méme année, deux articles citaient ces éléments comme faisant partie de la famille AthEL-
1.4 [195] et de la famille AtREP [97]. Ces éléments répétés ne semblaient avoir ni structure
particuliere a leurs extrémités ni séquence interne consensus. A cause de ce manque de
caractérisation, Thomas Bureau, croyant les découvrir, les nommera Basho [123] en 2000.
Ce n’est qu’en 2001 que Vladimir Kapitonov et Jerzy Jurka donneront le nom hélitron et
les caractéristiques de cet élément transposable [98].

La découverte d'un élément transposable de type hélitron dans le promoteur du gene
ADCI1 (Arginine DéCarboxylase 1) chez Arabidopsis thaliana [62], qui est un gene essentiel
de la biosynthese des polyamines, a conduit I’équipe Expression génétique et adaptation
de 'UMR 6553 EcoBio et I’équipe Symbiose de 'INRIA de Rennes a proposer cette étude
de bioinformatique des hélitrons chez Arabidopsis thaliana.

1.3.2 Définition

1.3.2.1 Caractéristiques structurales

tige-boucle
subterminale
6-8 bp
100-17500 bp 10-15bp
SSATC — — - — — - L = CTAGT-3'
aucune séquence consensus
légende :
| TC : extrémité 5' H : extrémité subterminal 3' CTAG : extrémité 3' A, T: bordures flanquantes |

F1G. 1.19 — Modele de I'hélitron proposé par Kapitonov et Jurka [98].

Un hélitron est un élément transposable de classe II caractérisé par le dinucléotide
TC a lextrémité 5’ et CTAG avec une tige-boucle (hairpin) subterminale a l'extrémité
3’ (Figure 1.19). L’hairpin a une composition riche en G4C, mais n’a pas de séquence
ni de taille consensus (Figure 1.19). La séquence interne des hélitrons est tres variable
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pour les éléments non-autonomes. Les éléments autonomes présentent plusieurs ORFs
codant une hélicase et une protéine RPA-like [98]. Les hélitrons ne sont pas bordés par
des répétitions directes mais seulement entourés du nucléotide A en 5’ et T en 3’. Chez
Arabidopsis thaliana, certains hélitrons non-autonomes s’appellent AtREP (Arabidopsis
thaliana REPetitive element) [97].

1.3.2.2 Mode de transposition putatif des hélitrons

3! T A 5

donneur 3 A —_—
g 3

accepteur 2,

95}
=
e

Lﬂ

donneur T A 5
accepteur 3 " A : T 3
donneur 3 é A s
accepteur 3 - T 3
donneur g: T — 2 g:

réparation ADN

accepteur 3, 3

W
=
e

réparation ADN

Légende

= . Hélitron @ : [élicase-RPA

F1G. 1.20 — Modele putatif de la transposition d’un hélitron [16, 70]. Un seul brin (couleur orange) est
transposé par le mécanisme de transposition rolling-circle. La cellule répare ’ADN simple brin.

La structure des hélitrons et de ses protéines de transposition rappelle le mode de
transposition par cercle roulant (ou rolling-circle) [70, 98] utilisé par deux autres types
d’éléments mobiles : les Géminivirus [77, 122] et les IS91 des procaryotes [16, 52, 146, 145].
On pense actuellement que lors d’une transposition d’un hélitron, la transposase (nom
donné au complexe protéique hélicase-RPA [70]) coupe lextrémité 3’ du brin donneur
grace a la reconnaissance de 'hairpin et coupe le brin accepteur (Figure 1.20) [70, 145].
Puis le complexe hélicase-RPA (Replication Protein A) va lier I'extrémité 3’ de I'hélitron
sur le brin accepteur. Elle coupe ensuite l'extrémité 5’ de I'hélitron sur le brin donneur
et 'attache sur le brin accepteur (Figure 1.20) [16]. Ce mode de transposition permet a
I’hélitron transposé d’étre dans le méme sens que ’hélitron originel ou dans le sens inverse
[16]. Si ce mode de transposition n’a pas été expérimentalement démontré a ce jour,
'activité de transposition d’'un hélitron a été prouvée dans le génome du mais [119, 120].
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1.3.2.3 Répartition des hélitrons dans les génomes

Initialement découverts dans le génome modele Arabidopsis thaliana [195], les héli-
trons ont été ensuite retrouvés dans le génome d’Oryza sativa (riz) et de Caenorhabditis
elegans (ver) [98]. De nouveaux hélitrons ont été trouvés dans deux génomes de poisson :
Danio rerio et Sphoeroides nephelus, ainsi que dans les génomes des levures Phanero-
chaete chrysosporium [166] et Aspergillus nidulans [42]. Ils ont aussi été découverts dans
deux génomes entierement séquencés d’insectes : Drosophila melanogaster et Anopheles
gambiae [99, 166]. Enfin de nombreuses études montrent la présence d’hélitrons dans le
génome de Zea mays (mais) [23, 58, 75, 119, 121, 120, 149]. Dernierement, les hélitrons ont
été découvert dans deux nouveaux génomes : la fleur Ipomoea tricolor [32] et la chauve-
souris Myotis lucifugus [169]. La découverte des hélitrons dans ces génomes a été réalisée
par une méthode d’alignement (généralement BLAST [3]) du génome contre lui-méme.
Néanmoins, la faiblesse des connaissances sur le modele hélitronique peut laisser penser
que les hélitrons sont présents dans d’autres génomes eucaryotes séquencés, mais qu’ils
n’ont pas encore été détectés.

1.3.3 Relation Hote - Hélitron

Si les hélitrons sont présents dans plusieurs génomes eucaryotes, leur activité et leurs
roles fonctionnels n’ont été étudiés que chez le mais. En plus de leur role mutateur da a
la transposition et de leur effet sur I’épissage alternatif [121], deux effets ont été étudiés :
la réorganisation du génome et la création de nouveaux genes.

1.3.3.1 Effet des hélitrons dans la création de genes
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F1G. 1.21 — Exemple d’impact des hélitrons non-autonomes qui ont capturé des segments géniques chez

le mais [23].

Chez le mais, certains hélitrons non-autonomes ont capturé des séquences génomiques
de I'hote tels que des pseudogenes [75] ou des exons [121] provenant de différents genes
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(Figure 1.21) [23]. De plus, ces exons montrent une activité de transcription qui démontre
le role des hélitrons dans la création d'un gene par I'assemblage d’exons différents (Figure
1.21) [15, 23].

Cette capture de séquence hote est due au mode de transposition par rolling-circle de
I’hélitron qui permet la capture de séquences génomiques & proximité du brin donneur [68].
Cette capture de genes démontre le role évolutif que peuvent jouer les hélitrons au sein
des génomes. La capture puis la transposition de I'hélitron entrainent la duplication du
gene capturé [149]. Le géne dupliqué peut alors muter pour donner de nouvelles fonctions
ou permettre a 'organisme une expression différentielle des deux genes [149].

1.3.3.2 Hélitron et structure du génome
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F1a. 1.22 — Exemple de perte de colinéarité entre trois lignées de mais [120]. L’insertion d’hélitron
avec des exons dans sa séquence interne entraine une perte de colinéarité des genes entre les lignées. Les

triangles bleus indiquent les sites d’insertion possibles des hélitrons.

Chez le mais, les hélitrons transposent, activent et transportent dans leur séquence
interne des exons, des pseudogenes et méme des portions non codantes du génome [75,
119, 121, 149]. En plus du déplacement de séquences génomiques capturées, deux hélitrons
peuvent transposer ensemble et entrainer la transposition de toute la séquence de I’hote
présente entre eux [120]. Cette activité entraine de larges mutations et remaniements
chromosomiques entre les lignées de mais (Figure 1.22) : par exemple il y a 20 % de
variation de colinéarité de genes entre les lignées B73 et Mo17 (sur ’ensemble du génome)
[149].

Tous ces résultats montrent I'importance des hélitrons sur 1’évolution du génome hote,
d’ou I'importance de comprendre leur fonctionnement et leur mécanisme de transposition.
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1.4 But de la these

Au début de ce travail en 2004, seuls deux articles décrivaient les hélitrons [98, 70]
(Figure 1.23). Il a fallu attendre deux années pour démontrer leur activité de transposition.
Leur premier role fonctionnel a été publié en 2005 concernant leur implication dans la
création de nouveaux genes a partir de la capture de différents exons [23]. Néanmoins, ces
résultats ont été obtenus sur des lignées agro-industrielles de mais et ne sont donc pas
dans le domaine public, ce qui ne permet pas de réaliser de nouvelles analyses. Ainsi, les
connaissances sur les hélitrons sont en fait essentiellement limitées a la librairie d’éléments
transposables (séquence au format FASTA) contenue dans la base de données Repbase
[94]. Nous avons choisi de travailler sur le génome modele Arabidopsis thaliana, car ce
génome est séquencé, annoté et parce qu’il possede de nombreuses sources d’informations
pour une approche bioinformatique. La figure 1.24 résume '’ensemble des questions qui
ont été abordées dans ce contexte.
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F1G. 1.23 — Nombre d’articles parus sur les hélitrons depuis leur découverte et nombre d’articles par
génome. Sur ’histogramme de gauche, la couleur rouge représente les articles avant la définition des

hélitrons donnée par Kapitonov et Jurka [98], la couleur bleue représente les articles apres cette définition.

1.4.1 Problemes posés pour la détection in silico des hélitrons

Le manque de structure aux extrémités et 'absence de séquence consensus a l'intérieur
des hélitrons [98] rendent tres difficile leur détection in silico. Les méthodes classiques de
détection de novo tel que Recon [12] et RepeatScout [167] ne peuvent pas détecter ces
éléments transposables qui ont des séquences internes tres variables ou présentes en faible
nombre de copies telles que la famille hélitron2 chez Arabidopsis thaliana [98]. La varia-
bilité des hélitrons empéche aussi leur détection dans de nouveaux génomes : ainsi, la
découverte d’hélitrons chez C. elegans n’a été réalisée que deux ans apres celle d’Arabi-
dopsis [99] alors que le génome du ver était accessible avant celui de la plante [63, 197].
Actuellement, seules les approches combinées d’'Hadi Quesneville [170] et 1’alignement
génome contre génome permettent de détecter partiellement ces éléments.

Une premiere question est apparue sur la séquence des hélitrons non-autonomes comme
AtREP3 : comment retrouver toutes les séquences des hélitrons avec si peu de motifs
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caractéristiques (Figure 1.24)? Si les hélitrons autonomes possedent des ORFs et des
domaines protéiques "facilement” identifiables, ces ORFs n’existent pas dans les héli-
trons non-autonomes or ceux-ci représentent la majorité des hélitrons dans le génome
d’ Arabidopsis thaliana. De plus, a 'exception de ce génome, aucun autre hélitron non-
autonome sans ORF (ORF de transposition ou autre ORF) n’a été découvert et décrit
dans d’autres génomes. Il était important dans un premier temps de trouver une nouvelle
méthode de détection des hélitrons, et des éléments transposables en général. La décou-
verte de nouveaux motifs caractéristiques des hélitrons était primordiale pour récupérer
I’ensemble des séquences des hélitrons dans le génome d’ Arabidopsis thaliana et les analy-
ser ensuite dans ce projet. Nous avons donc recherché les motifs caractéristiques des héli-
trons et détecté I'ensemble des hélitrons présentant ce motif dans le génome d’ Arabidopsis
thaliana. Cette recherche est abordée dans les deux premiers chapitres des résultats de
cette these.
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F1G. 1.24 — Principaux objectifs de ce projet : Modélisation, classification, organisation de la séquence

interne des hélitrons et role fonctionnel au sein du génome d’Arabidopsis thaliana.

1.4.2 Interaction des hélitrons avec le génome d’Arabidopsis
thaliana
Une précédente étude montrait que 1 % de ce génome est composé d’hélitrons, pour

la plupart non-autonomes [98]. Mais la variabilité des séquences internes empéchait toute
analyse phylogénétique de cette famille d’éléments transposables [98]. Aucune étude n’a-
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vait répondu alors a cette premiere question : comment des hélitrons non-autonomes ont pu
envahir ce génome (Figure 1.24) 7 11 était donc important de comprendre les mécanismes
de transposition des hélitrons pour retracer I’évolution des hélitrons. Cette interaction des
différentes familles d’hélitrons autonomes et non-autonomes est soulevée dans le troisieme
chapitre des résultats.

1.4.3 Variabilité des hélitrons

Cette question amene directement deux autres questions sur la variabilité de la sé-
quence interne des hélitrons : quel phénomene biologique est a 'origine de la variabilité
des séquences internes des hélitrons (Figure 1.24) ? Quel est effet de cette séquence in-
terne sur le génome hote 7 En effet, de précédentes études montraient la grande variabilité
de la séquence interne des hélitrons autonomes [98] mais aucun phénomene biologique
n’expliquait cette diversité sinon la capture de geénes [15]. Aucune étude non plus ne
montrait de capture de genes par 'hélitron chez Arabidopsis thaliana, ni leur effet sur la
dynamique de ce génome. Il était donc important d’appréhender les mécanismes possibles
qui modifient la séquence interne de ces éléments. Ces deux questions sont traitées dans
les quatrieme et cinquieme chapitres des résultats de cette these.

1.4.4 Effet des hélitrons sur le génome d’Arabidopsis thaliana

La découverte d’'un hélitron par I’équipe Expression génétique et adaptation apporte
enfin ces dernieres questions sur I'interaction des hélitrons sur le génome hote : apportent-
ils un effet bénéfique au génome hote ? Capturent-ils des génes comme chez le mais et/ou
transportent-ils des éléments de régulation comme chez la levure? Ces questions sont
abordées dans le dernier chapitre des résultats.

L’ensemble de ces interrogations montrent que les hélitrons peuvent étre considérés
comme un élément modele dans la dynamique et la variation du génome hote grace a leur
capture de séquences hotes, a la création de nouveaux genes [149], a leur grande variabilité
de séquence interne qui peut entrainer la création de nouvelles séquences utiles au génome,
et au fait de leur forte proportion dans ces génomes [98].
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Ce chapitre permet de présenter dans un premier temps Arabidopsis et son génome,
les données et les choix des sources de données utilisées au cours de cette these. Nous
parlerons ensuite des méthodes d’analyses de ces données référencées dans la littérature.
Nous commencons par une breve description de I'organisme étudié.

2.1 Le génome d’Arabidopsis thaliana
Le travail de cette these a été réalisé sur le génome de la plante modele Arabidopsis tha-

liana qui était déja étudié dans 1’équipe laboratoire "Expression génétique et adaptation”
(UMR EcoBio).

F1G. 2.1 — Photos de la plante Arabidopsis thaliana a différents stades de son développement (www-
ijpb.versailles.inra.fr/fr /sgap/equipes/cyto/arabido.htm).
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Arabidopsis thaliana ou "Arabette de Thal” ou encore "Arabette des dames” fait partie
des angiospermes (plante a fleur) appartenant a la famille des Brassicaceae. Cette plante
est devenue un organisme modele du fait d’un certain nombre de caractéristiques :

— Arabidopsis est une petite plante et nécessite peu de place pour se développer (Figure

2.1).

— cing a huit semaines suffisent depuis la germination de la graine jusqu’a la production
de graine par I'adulte.

— les études génétiques sont facilitées par une production abondante de graines par
plante (environ 10000).

— Arabidopsis est une plante auto-pollinisatrice qui permet d’obtenir simplement des
individus homozygotes (individus ayant les deux alleles identiques pour le méme
gene) et d’étudier les mutations récessives.

— des plants transgéniques sont facilement créés avec la bactérie Agrobacterium tume-
faciens utilisée comme vecteur d’insertion de genes.

Arabidopsis thaliana est le premier génome de plante entierement séquencé [197] en
2000. C’est I'un des plus petits génomes de plante avec 115 409 949 nucléotides répartis sur
5 chromosomes. Arabidopsis thaliana possede aussi un génome mitochondrial de 350000
bp et un génome plastidial de 150000 bp [197]. L’annotation du génome (TAIR version
6.0 du 11 novembre 2005 www.arabidopsis.org) mentionne 26751 genes, 3818 pseudogenes
et 838 ARN non codants.

Le projet MASC NSF (Multinational Arabidopsis Steering Committee National Scien-
ce Fundation) 2010 Project Arabidopsis (www.arabidopsis.org/info/2010_projects/) a été
lancé en 2002 [8]. Ce projet de génomique, transcriptomique, protéomique et bioinforma-
tique veut élucider la fonction de tous les genes appartenant a certains réseaux présents
dans le génome d’Arabidopsis thaliana, avec des études plus ciblées sur 'expression et le
réseau des genes liés au MAPK (Mitogen-activated protein kinase), les signaux d’épissage
présents dans les pré ARNm ou encore les genes liés au développement de la graine. Le
projet consiste aussi a développer des outils dédiés de recherche et le stockage des données

3].
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2.2 Bases de données utilisées

Nous avons répertorié I'ensemble des données utilisables (téléchargeables ou non). Nous
avons privilégié les bases de données téléchargeables. Ces données sont réparties en trois
catégories : les données sur le génome d’Arabidopsis thaliana (séquences et annotations),
les expérimentations sur les hélitrons et les données d’expression de ce génome (essentiel-
lement des données de microarrays).

2.2.1 Bases de données sur Arabidopsis

De nombreuses bases de données ont été créées pour stocker toutes les données concer-
nant le génome d’ Arabidopsis thaliana (Figure 2.2). La base de données la plus connue est
sans doute la base TAIR (The Arabidopsis Information Ressource www.arabidopsis.org)
[172]. Cette base contient, en plus du génome complet, les annotations du génome réali-
sées par le TIGR (The Institute for Genomic Research), Arabidopsis thaliana Database
(www.tigr.org/tdb/e2kl/athl/), ensemble des articles scientifiques concernant les genes,
les profils d’expression des genes provenant de différentes bases de données et beaucoup
d’autres données et fonctionnalités. De plus, TAIR vérifie la qualité des données. En effet,
une étude préliminaire avait montrée des erreurs dans les positions des annotations du
TIGR. Nous avons donc choisi cette base de données pour télécharger le génome et ses
annotations.

Théme de la base Nom de la base de données Site Web Références
Généraliste The Arabidopsis Information Ressource (TAIR) iy arabidopsis orgl Rhee 2003
Géneraliste TIGR Arabidopsis thaliana Database vy Higr argitdbie 2k 1ath 1/

Géneraliste RIKEM Arabidopsis Genome Encyclopedia (RARGE) rarge . gsc riken.go jodindex html Sakural 2005
Géneéraliste hunich Information center far Protein Sequence (MIPS) mips.gsf de/projthalidb/ Mewies 2006
microARN Arabidopsis Small RNA Project (ASRP) asrp cgrb oregonstate eduf Gustafson 2005
Développement The Arabidopsis SeedGenes Project iy seedgenas.org Tzafrir 2003
Meétobolisme The Arabidopsis Lipid Gene Database vy plantbiology msu eduflipidsigenesurvey’ Mekhedoy 2000
Elément Transposable | Arabidopsis thaliana Genome Analysis nucleus.cshl.org/protaraty/

Elément Transposable |Repbase winnar girinst.orgirephasefindex html Jurka 2005
Elément Transposable | Arabidopsis Transposable Element Database vy tebureau megill.caiclonebase/main.html Le 2000
Elément Transposable | Arabidopsis thaliana Integrated Database atidb org/ Pan 2003
Expression de Géne Arabidopsis Functional Genomics Metwork (ARG W UNi-tuebingen defplantphys/ AF G/ Schmid 2005
Expression de Géne Complete Arabidopsis Transcriptome MicroArray (CATMA) v catrma org/Databasefindex html Crowie 2003
Expression de Géne Maottingham Arabidopsis Stock Centre's micro Arrays (NASCArrays) | affymetrix arabidopsis info/ Craigon 2004
Expression de Géne Gene Expression Omnibus (GEO) wawner nchi nlm . nih.gowigeo! Barrett 2005
Expression de Géne Genevestigator v genevestigator sthz.chfat/ Zimmermann 2004
Expression de Géne The Arabidopsis Gene Expression Database (AREX) vy arexdb orgfindex jsp

Facteur de transcription JRIKEN Arabidopsis Transcription Factor database (RARTF) ) rarge qsc riken jpirartfy licka 2005
Facteur de transcription | Database of Arabidopsis Transcription Factors (DATF) datf.chi.plu edu cnindex php Guo 2005
Facteur de transcription |Plant cis-acting regulatory elements (PlantCARE) bioinformatics psb ugent befwebtoolsiplantcare/htmlf | Lescot 2002
Facteur de transcription | Arabidopsis Gene Regulatory Information Server (AGRIS) arabidopsis med ohio-state edu/ Darvuluri 2003

F1G. 2.2 — Les principales bases de données comportant des données sur Arabidopsis thaliana.

2.2.2 Bases de données d’éléments transposables

De nombreuses bases de données spécialisées sur les ETs existent sur le Web. La plu-
part de ces bases de données sont spécialisées sur un organisme précis, comme par exemple
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F1G. 2.3 — Positions des ETs et de hélitrons présents dans le génome d’ Arabidopsis thaliana, d’apres la
base de données Repbase [94].
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la Mouse Transposon Insertion Database (mouse.ccgb.umn.edu/transposon/) [Roberg-
Perez03]. Il existe trois bases de données spécialisées dans les ETs d’Arabidopsis : Arabi-
dopsis Transposable Element Database [123]; Arabidopsis thaliana Integrated Database
[160] (Figure 2.2) et AtRepBase (nucleus.cshl.org/protarab/AtRepBase.htm).

AtRepBase est la premiere base de données qui ait relaté I'existence des hélitrons que
nous étudions. Malheureusement, depuis 2002, cette base n’est plus mise a jour. Repbase
est une base non spécifique qui a été créée en 1998 par Jerzy Jurka (Figure 2.2) [93, 94].
Seule Repbase a été utilisée dans ce projet, car c’est la seule base qui propose les séquences
et les positions des séquences des hélitrons dans le génome d’ Arabidopsis thaliana (Figure
2.3). Les différentes séquences hélitroniques extraites de cette base.

2.2.3 Bases de données du transcriptome d’Arabidopsis

Le transcriptome est ’ensemble des ARNm issu de I'expression des genes d’un type de
cellule dans une condition expérimentale donnée (Figure 2.4). Les données les plus nom-
breuses proviennent de la technologie des puces a ADN. Nous nous sommes en particulier
intéressés aux données différentielles : pour un méme gene, deux ARNm sont prélevés,
I’ARNm de 'expérience que 1'on mesure et le méme ARNm exprimé dans les conditions
standard de culture (Figure 2.4). Les ARNm sont réverse-transcrits en ADN avec un mar-
quage par un fluorochrome rouge pour ’ARNm de I’échantillon testé et vert pour ’ARNm
de I’échantillon normal. Ils s’hybrident avec un ADN complémentaire fixé a la paroi de la
puce. L’intensité de la couleur lue au laser indique la sur-expression ou la sous-expression
du gene dans la condition testée (Figure 2.3) [61].

Fabrication de la puce a ADN Hyhridation Ohbtention des résultats
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F1G. 2.4 — Technique de lecture de 1'expression des genes par une puce & ADN [61].

Il existe de nombreuses bases de données sur le transcriptome d’Arabidopsis thaliana
(Figure 2.2). Nous avons privilégié dans nos études les données provenant de Genevestiga-
tor [212]. C’est une base qui integre les résultats de plusieurs autres bases telles qu’AFGN,
NASCArrays, Gene Expression Omnibus, FGCZ, Gruissem, Lab ArrayExpress (Figure
2.2). Elle permet de vérifier les profils d’expression dans de nombreuses conditions de
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stress mais aussi dans les différents organes et les stades de développement de la plante.

Nous présentons les différentes méthodes bioinformatiques utilisées. Elles sont princi-
palement regroupées en trois themes : la recherche de motifs, la classification et ’optimi-
sation combinatoire.
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2.3 Modélisation des séquences

La recherche d’éléments transposables repose dans cette these sur ’établissement d’un
modele de séquence qui est ensuite recherché dans ’ensemble des séquences chromoso-
miques d’Arabidopsis thaliana. Nous décrivons rapidement dans cette section les bases
des modeles syntaxiques ainsi que des structures d’index qui seront utilisées pour recher-
cher efficacement ces modeles dans les génomes.

2.3.1 Théorie des langages formels

2.3.1.1 Définitions

Définition 1 (alphabet, mot, langage) :
— Un alphabet A est un ensemble non vide de symboles (ou lettres). Pour ’ADN, on

utilise généralement : A = {a,t,c, g} et pour les protéines I'alphabet des 20 acides
aminés.

Un mot défini sur 'alphabet A est une suite finie de symboles de A. Un mot u de
longueur k (|u| = k) est noté ajas...ay. € est le mot vide de longueur 0. u.v est la
concaténation de deux mots u et v de longueur n et m : (ay, ag, ..., a,).(by, ..., by,) =
(a1, ag, ..., an, by, ..., by,) de longueur n + m. L’ensemble des mots possibles est noté
Ax.

Un langage est un ensemble de mots. A+ est 'ensemble des mots de longueur supé-
rieure ou égale a 1; A* = AUe. Nos modeles seront des langages. Il existe plusieurs
moyens de représenter un langage. Nous utiliserons principalement les grammaires
formelles.

Définition 2 (grammaire) :
Une grammaire formelle est un quadruplet G = {A, N, S, P} tel que :

A est I'alphabet des terminaux (par exemple A = {a,t, ¢, g} pour 'ADN).

N est 'alphabet des non-terminaux : les symboles utilisés pour la génération des
mots.

P est 'ensemble des regles de réécriture ou de production des mots du langage de
la forme : u; — u; ot u; et u; € N U A"

S € N est le symbole de départ ou 'axiome. Ce symbole est le point de départ de la
génération des mots sur lequel on applique les regles de P jusqu’a obtenir une suite
de terminaux.

Définition 3 (dérivation, langage généré par une grammaire) :

Un mot v dérive d'un mot u en une étape (noté v = v) dans une grammaire G si et
seulement si : il existe 2 mots = et y et une regle v’ = v’ de P telle que u = z.u'.y
et v = z.v'.y. Une forme v peut étre dérivée d’une forme u en plusieurs étapes ou
u = v, si v peut étre obtenue de u par 0, 1 ou plusieurs dérivations en une étape.

Le langage L(G) généré par une grammaire G = {A, N, S, P} est 'ensemble des mots
sur A (formés uniquement de symboles terminaux) qui peuvent étre dérivés a partir
de S: L(G) ={v € A*/S = v}. Par exemple, la grammaire suivante définit un lan-
gage de palindromes biologiques : G = {A, N, S, P} avec A = {a,t,c,g}, N = {S} et
P ={S = aSt|tSa|cSg|gSc|e}. Cette grammaire peut créer le palindrome cgacgtcg
grace aux dérivations suivantes (les nucléotides introduits par chaque dérivation sont
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colorés en rouge) : S = ¢Sg = cgScg = cgaStcg = cgacSgtcg = cgacgtcg.

Noam Chomsky a proposé une classification des langages, la hiérarchie de Chomsky

[33], basée sur leur pouvoir d’expression des structures sur les séquences.

2.3.1.2 Hiérarchie de Chomsky

: . e ™y Motifs
Inclusions Langages Grammaires [Compléxité| Dépendances Biologiques
RecurSI,Vemen‘[ Non Restreintes Indécidable | Arbitraires Inconnus
Enumérables BaasA
c | Sensible au | NP-complet Croisées Pseudo-Noeuds
ontextuels Contexte TTT
n onext /3 -
. Hors Contexte Polynomiale Parcnth/éf:s Tiges-boucles
A-:B A AN amm,
] TR Linéaire Locales Sites Actifs
Réguliers Reiuhe]ges U !
N
/

F1G. 2.5 — Hiérarchie de Chomsky et les langages sur les génomes [183]. Le tableau énumere les 4 types

de langages, leur inclusion respective et les motifs biologiques reconnus par ces langages.

La hiérarchie de Chomsky [33] propose une classification des langages en 4 classes :
les langages réguliers, algébriques, contextuels et récursivement énumérables. Ces langages
sont emboités les uns dans les autres (Figure 2.5). Une classe correspond & un ensemble de
propriétés qui permet de distinguer de fagon tres nette a la fois 'expressivité des langages
qu’elle contient et la difficulté des problemes d’analyse associés. Les langages réguliers
sont définis par des grammaires o le membre gauche de chaque regle est constitué d’un
seul symbole non terminal et le membre droit d’'un symbole terminal, éventuellement
suivi par une seule lettre non terminale. Les langages algébriques sont définis par une
grammaire algébrique (ou encore hors contexte) ot le membre de gauche de chaque regle
est constitué d’un seul symbole non terminal (Figure 2.5). La grammaire du paragraphe
précédent qui permet d’écrire des palindromes biologiques est une grammaire algébrique.
Les langages contextuels sont définis par une grammaire ol le contexte gauche d’une
regle a une taille inférieure ou égale a son contexte droit. Les langages récursivement
énumérables constituent la classe la plus générale des langages. Ils ne seront pas utilisés
dans cette these.

2.3.2 Recherche de motifs

L’algorithmique des mots est une discipline ancienne qui connait un développement
accru avec ’émergence des nouvelles sources de séquences : séquences de génomes bien
str, mais aussi séquences textuelles des documents disponibles sur internet. En particulier
se pose le probleme de la recherche d’un motif donné dans une grande séquence, probleme
dont la résolution passe par la mise au point de techniques d’indexation de tous les mots
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présents dans cette séquence. Nous avons ainsi exploité la structure de données d’arbre
des suffixes, structure bien adaptée a la recherche de répétitions dans les séquences pour la
recherche systématique d’hélitrons dans le génome complet d’Arabidopsis thaliana. Nous
avons aussi utilisé des matrices de poids pour détecter les motifs de liaison aux facteurs de
transcription dans des promoteurs. Avant de décrire de ces aspects, nous commencons par
introduire un minimum de vocabulaire et ’algorithme naif de recherche de motifs dans
une séquence.

— Soit un texte 7" de longueur n et un mot M de longueur m (généralement n > m).

— On les représente par des tableaux M|[1...m] et T'[1...n].

— Le mot M apparait de maniere exacte dans le texte T' a la position jsi: 1< j <
n—metsiVitel que 0 <i<m-—1etT[i+j] = M[i+ 1]. Ce mot M est alors
facteur du texte T.

Un mot x est un facteur du mot y s’il existe deux mots u et v tel que y = u.x.v.

— Siu = ¢ alors z est un préfixe de y, si v = ¢ alors z est un suffixe de y.

— N[l..n] et M[1...m] sont deux mots répétés exacts si et seulement si n = m et Vi
tel que 1 < i <, N[i] = M[i].

— Une répétition maximale exacte est une paire d’occurrence d’un mot répété exact, de
taille n dans un texte 7', encadrée par deux contextes différents. Les deux occurrences
sont maximales exactes si et seulement si elles sont aux positions ¢ et j et que
Tli—1]#T[j—1] et Tli+n+ 1] # T[j + n+ 1]. Autrement dit, deux répétitions
d’un mot sont maximales exactes si et seulement si leur contexte gauche et leur
contexte droit sont différents (on ne peut pas rajouter une lettre a gauche ou a
droite sans perdre la répétition exacte) [76].

Fenétre Glissante
[ |

1 I i+m-1 n

Texte T

] m!

Mot M

FIG. 2.6 — Représentation graphique de I’algorithme naif. La comparaison est faite caractére par carac-

tere. Les fleches vertes indiquent le sens de déplacement de la fenétre glissante.

L’algorithme naif de recherche de mots dans un texte consiste a faire glisser une fenétre
de la taille de mot M sur le texte T' (Figure 2.6). Plus formellement, a chaque position j du
texte on compare T[j...(j+m —1)] & M[1...m], la comparaison échoue si 3i 0 < i < m—1
tel que T'[j +i] # M[i — 1] (avec 0 < i < m — 1). Autrement dit, la comparaison réussit
si Vi tel que 0 < i < m—1,T[j +1i = M[i + 1]. La complexité de cette algorithme
est O(n.m). Cet algorithme devient trop couteux si n et m sont grands, du fait de cette
dépendance multiplicative.
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L’accélération de la recherche exacte ou approchée d’'un mot dans le texte peut s’ef-
fectuer selon 2 approches différentes : le prétraitement du mot a rechercher et le prétrai-
tement du texte [40, 76]. Lorsque le texte est connu, comme c’est la cas des génomes, il
est préférable de prétraiter celui-ci car les algorithmes de recherche deviennent ensuite
indépendants de la taille du texte.

2.3.2.1 Prétraitement du texte : Arbre des suffixes

Cette approche transforme le texte linéaire a explorer en une structure de données effi-
cace pour la recherche de motifs [76]. Il existe plusieurs structures de données d’indexation
d’un texte appropriées a la recherche de motifs tel que le DAWG (Directed Acyclic Word
Graph) [41], le tableau des suffixes [135, 1], le vecteur des suffixes [168] ou l'oracle des
facteurs [124]. Nous utilisons 'arbre des suffixes [207, 203, 76] une structure de données
particulierement souple pour la recherche de motifs.

L’arbre des suffixes est une structure de données décrite en 1973 par Weiner pour
rechercher des répétitions de mots dans un texte (Figure 2.7) [207]. De nombreux outils
de recherche de motifs et/ou de séquences répétées dans les séquences biologiques ont été
créés a partir de cette structure telle que Reputer [116], MUMer [48, 117] et STAN [154].
Nous avons utilisé STAN pour la modélisation et la recherche des hélitrons.

Un arbre des suffixes est d’abord un arbre au sens mathématique du terme, c’est-a-
dire un graphe acyclique orienté. Tout arbre est composé de nceuds et d’arcs reliant ces
neeuds. 11 existe plusieurs types de noeuds : la racine est le noeud d’origine (ou source)
qui ne possede pas de parent (aucun arc n’arrive a ce noeud). Les feuilles sont des nceuds
qui n’ont pas de fils (aucun arc ne sort de ces nceuds). Les noeuds internes sont les autres
neeuds. Pour un texte T de taille n (n entier non nul), Parbre des suffixes de T' possede
les caractéristiques suivantes [76] :

n feuilles composent I'arbre, une pour chaque position de la séquence.

— chaque arc est étiqueté par un facteur de la séquence.

— tous les nceuds internes sont au minimum de degré 2 (au minimum 2 arcs sortants).

— tous les arcs sortant d’'un méme noeud commencent par une lettre différente.

— soit v un nceud, les feuilles du sous-arbre v donnent le nombre et la position des

occurrences du facteur f, allant de la racine au noeud v.
— le neeud v, ancétre commun le plus proche de deux autres nceuds a et b, représente
le plus long préfixe commun aux deux suffixes a et b.

La recherche d’'un mot dans l'arbre des suffixes a une complexité proportionnelle a
la taille du mot (O(m)) au lieu de celle du texte (O(n)). Par exemple, si le mot TT est
recherché dans l'arbre sur ATTGAC (Figure 2.7), il suffit de lire sur l'arc sortant de la
racine la lettre T, et depuis ce nouveau noeud de rechercher la lettre T dans I'un de ses
arcs sortants. Une lecture directe des feuilles du sous-arbre de ce fils permet de connaitre
le nombre et la position du mot TT dans le texte. L’arbre des suffixes permet aussi de
rechercher tous les mots répétés d'un texte, le plus long préfixe commun a deux mots du
texte ou des mots répétés en tandem.

De nombreux travaux ont amélioré la construction et l'utilisation de cet arbre [143,
203, 115]. La meilleure implémentation de la construction de 1’arbre des suffixes est celle
de Kurtz [115]. Cette implémentation est une optimisation de I’algorithme de Ukkonen
qui permet de construire 'arbre en temps O(n) et on line [203].
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o o g
&) (n (3)
séquence : ATTGAC

position: 123456
Légende

— arcs O racine @ noeuds @ feuilles

F1G. 2.7 — Arbre compact des suffixes de la séquence ATTGAC. Les arcs sont étiquetés par les facteurs
de la séquence. A chaque feuille est indiquée la position du suffixe dans la séquence correspondant au mot

lu depuis la racine jusqu’a la feuille.

2.3.2.2 Grammaires SVG

Pour rechercher un motif biologique complexe, tels que les hélitrons, dont le modele
de la littérature mélange structure primaire et secondaire (Figure 1.19), les langages régu-
liers ne suffisent pas. Néanmoins, les langages contextuels, qui sont capables de détecter
n’importe quel motif biologique connu, ne peuvent étre utilisés dans toute leur généralité
en bioinformatique a cause de leur complexité algorithmique (Figure 2.5). Les grammaires
a variable de chaines ou SVG (String Variable Grammar) ont été mis au point a partir
des DCG (Definite Clause Grammars) et des grammaires indexées [182, 184], pour définir
une sous-classe intermédiaire entre les langages contextuels et non contextuels. Les gram-
maires SVG sont utilisées dans de nombreux travaux de modélisation de motifs ADN et
de régulation génique [181, 80, 130, 34].

Les grammaires SVG introduisent le concept de variable de chaine qui peut étre as-
sociée a une chaine de caracteres quelconque dans une recherche de motifs. Une variable
de chaine est représentée par un identifiant tel que la lettre X. Ces variables peuvent étre
contraintes en taille en utilisant la syntaxe X:[a, b], ot a et b sont les limites inférieures et
supérieures de la taille de X. Un token (une chaine de caracteres ou un caracteére) ou une
variable de chaine peut étre préfixée par 'opérateur ~ qui précise a ’analyseur de recher-
cher le complément inverse. Ainsi, le motif X~X permet de rechercher des palindromes.

9.9

De plus, les erreurs de substitution, définies par le symbole ”:” suivi du nombre d’erreurs
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maximales permises, sont autorisées dans la définition d’une variable. Par exemple, X
~X:a permet de rechercher des palindromes avec a erreurs de substitution.

Les grammaires SVG ont donné lieu a l'implémentation de deux analyseurs appelés
GenLang [184] et STAN [154]. Néanmoins, le code GenLang n’est plus maintenu et sa
complexité le limite a la recherche de séquences de quelques mégabases. Au début de
cette these, nous avons utilisé Genlang [184]. Certaines recherches telles que la recherche de
palindromes dans les hélitrons ou les hélitrons dans le génome entier d’ Arabidopsis thaliana
prenaient alors plusieurs heures, voire plusieurs jours. A cause de cette lenteur, nous avons
abandonné cet analyseur. Nous avons utilisé le programme STAN;, car il permet d’avoir la
souplesse des langages avec variables de chaine, similaire a Genlang, grace a un analyseur
Prolog et la rapidité d’exécution de 'arbre des suffixes (www.irisa.fr/symbiose/STAN)
[154].

2.3.3 Application de STAN a la modélisation des séquences

Nous avons utilisé 'analyseur STAN et les grammaires SVG pour la détection de la
plupart des motifs biologiques de cette these : la recherche des éléments transposables ou
de parties d’ETs dans un génome entier et la recherche de motifs de transcription dans
des promoteurs.

2.3.3.1 Recherche exhaustive des éléments transposables dans un génome
entier

La recherche des éléments transposables ou des motifs caractéristiques des éléments
transposables a été exclusivement réalisée avec STAN [154]. En plus de la recherche des
hélitrons, nous 1'avons utilisé pour les MITEs Emigrant [69]. Par exemple, la recherche de
cet élément s’écrit : X:[2]—TITR5 —x(0,1000)—T1R3 — X. Dans cette grammaire TIR5’ et
TIR3’ sont remplacés par les séquences des TIRs 5’ et 3’. Les deux X représentent les T'SD
qui sont les deux séquences répétées entourant les TIRs. La recherche de ce motif dans
le génome d’Arabidopsis thaliana a fourni toutes les occurrences de ce pattern en moins
de 3 minutes sur le cluster de PC de la Ouest-génopole (www.irisa.fr/symbiose/STAN).
Nous avons aussi employé STAN pour la recherche exhaustive de structures secondaires
(Exemple : tige-boucle subterminale des hélitrons) dans la séquence interne des transpo-
sons. Cette recherche par modélisation des hélitrons est I'un des principaux résultats de
cette these, elle sera abordée dans le chapitre suivant "Résultats et Discussion”.

2.3.3.2 Recherche des motifs de liaison aux facteurs de transcription

Des motifs de régulation permettent le controle de I'expression d'un gene dans I’espace
et dans le temps : un gene est exprimé a certains moments de la vie de la cellule, et dans
certains compartiments de la cellule. Ces motifs sont essentiellement présents dans le
promoteur (Figure 2.8) en amont du gene [36, 139, 193], mais certains motifs ont été
découverts dans les régions transcrites non traduites de ’ARNm [55].

La base de la découverte de motifs de régulation in silico est la recherche de mots
exceptionnels dans le promoteur : mot avec une fréquence d’apparition élevée a l'intérieur
des zones promotrices de genes ayant des profils d’expression similaires, mais avec une
fréquence d’apparition faible dans I’ensemble des promoteurs des genes pris aléatoirement
[175].
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Dans ce contexte de recherche de mots répétés, les éléments transposables sont géné-
ralement enlevés du promoteur étudié, car leur fréquence d’apparition en dehors et dans
les promoteurs est élevée.

Deux grandes méthodes permettent de trouver des motifs de régulation dans les pro-
moteurs : la détection ab initio de ces motifs ou la recherche de ces motifs a partir de
banques de données de motifs. La détection de motifs est principalement basée sur deux
principes : la probabilité d’apparition d’un mot, et 'empreinte phylogénétique [175].

L’approche basée sur les probabilités d’apparition est une méthode ab initio. On calcule
la fréquence de tous les mots présents dans la séquence et la probabilité d’obtenir une
telle fréquence pour une séquence aléatoire [67]. Les deux programmes les plus connus qui
utilisent cette méthode sont MEME [11] et MotifSampler [198].

Promoteur

=

) i . _a» motif brin +
. ADN traduit ADN transgrlt . enhancer silencer
non traduit —a motif brin -

F1G. 2.8 — Schéma récapitulatif des emplacements possibles des motifs de liaisons des facteurs de
transcription pour un gene eucaryote [36, 193]. Un enhancer (silencer) est un motif de liaison aux facteurs

de transcription qui augmente (diminue) la transcription.

La méthode basée sur I’empreinte phylogénétique aligne la séquence promotrice donnée
avec une séquence orthologue dans un autre génome [24, 175]. Cette méthode suppose que
les motifs de régulation sont conservés au cours de 1’évolution des especes proches. Elle
est de plus en plus utilisée avec la disponibilité croissante de séquences de génomes.

La méthode basée sur les banques de motifs utilise des motifs de régulation connus
expérimentalement. Ces motifs sont recherchés dans le promoteur sous deux formes : le
mot lui-méme ou une matrice de poids [175]. Les bases de données de motifs de régulation
tel que TRANSFAC [209] ou PlantCARE (Figure 2.2) [129] contiennent les motifs sous
la forme de matrice de positions.

L’interface TOUCAN (homes.esat.kuleuven.be/ saerts/software/toucan.php) [2] per-
met d’utiliser les différentes méthodes telles que MotifSampler [198]. Ce programme et
plusieurs bases de données de motifs de régulation telles que AGRIS (Figure 2.2) [45] ou
TRANSFAC (www.gene-regulation.com/pub/databases.html) [140] ont été utilisés lors de
ce projet pour réaliser des analyses croisées des différents promoteurs a notre disposition
et confronter leurs différentes prédictions.
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2.4 Classification des séquences

Au cours de ma these, j’ai cherché a classer les différentes familles d’hélitrons ou les
différentes copies d’'une méme famille, en fonction de leurs liens évolutifs, mais aussi en
fonction de leurs caractéristiques morphologiques telles que la séquence de I'hairpin ou
I'absence/présence d'un ORF, etc. La variabilité de séquence des hélitrons a rendu 1'uti-
lisation de méthodes phylogénétiques classiques tres difficiles a utiliser [98]. Lorsque cela
était possible j’ai utilisé la méthode du Neighbour-Joining [177] précédée d’un alignement
multiple réalisé avec ClustalW [200].

Pour classifier les séquences des hélitrons, j’ai utilisé un logiciel de classification ascen-
dante hiérarchique appelé CHAVL (Classification Hiérarchique par Analyse de la Vrai-
semblance des Liens) [128]. Cette méthode de classification utilise un tableau de données
croisant 1’ensemble des objets O (ou individus) et ’ensemble des attributs A (ou des va-
riables descriptives). CHAVL peut considérer plusieurs types de variables : attributs boo-
léens, variables qualitatives ordinales, nominales, numériques et préordonnances. Au cours
de ce doctorat, nous avons essentiellement utilisé CHAVL sur des données numériques :
nous avons codé dans les variables le nombre de fois ou une caractéristique biologique
donnée était détectée dans un hélitron. La méthode CHAVL permet de classifier aussi
bien les individus que les variables. CHAVL est basé sur la notion de la vraisemblance
d’une ressemblance entre les objets a classifier.

* g "t
-~ g 3 ,.f}-v"""". = ~a "
- o - .J_,-r""'-; i e -’.;/_
. 4+ il : . ¥
Lien minimum Lien maximum Lien Moyen

Critére de Ward

. classe 1 - classe 2 + + centre de classes

F1G. 2.9 — Différents criteres d’agrégation des classes : lien minimum, maximum, moyen et critére de
Ward. Les traits verts clairs pour les liens minimum, maximum et moyen représentent la distance entre
les classes 1 et 2 pour ces 3 liens. Les traits verts du critere de Ward représentent 'inertie intra-classe,

les traits rouges représentent 'inertie inter-classe.
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La mesure de similarité s’exprime dans une échelle probabiliste et tient compte de
la représentation mathématique, statistique et logique des objets. La vraisemblance est
évaluée sous une hypothese d’absence de liens (Hy) entre les classes définissant les objets.
L’indice brut de similarité entre deux objets « et § est défini par : S,3 = Card(O, N Op)
ou O, et Og dépend du type de variables. Nous avons utilisé les variables booléennes et
les variables numériques. Les deux types de variable utilisent le méme indice de similarité
si les valeurs booléennes sont convertis en 0 et 1 (respectivement FAUX et VRAI).

Le critere d’agrégation détermine la mesure entre les différentes classes d’objets. Quatre
critéres sont principalement utilisés : le lien minimum (simple linkage), le lien maximum
(complete linkage), le lien moyen (average linkage ou UPGMA) et le critere de Ward. Le
lien minimum (maximum) est la distance minimale (maximale) qui sépare deux objets de
deux classes. La Figure 2.9 montre les distances entre deux classes pour les trois premiers
liens et montre les distances intra-classes et inter-classes pour la critere de Ward. Ce
critere minimise la premiere distance et maximise la seconde.

L’algorithme de classification est ’algorithme simple de classification ascendante hié-
rarchique (CAH). A linitialisation de 'algorithme, chaque objet est dans une classe diffé-
rente et un indice de similarité S est calculé entre chaque paire de classes. L’algorithme de
CAH va agréger a chaque pas les classes dont les indices S sont les plus proches, selon le
critere d’agrégation, et va créer une nouvelle classe qui est la fusion des deux précédentes
(Figure 2.10). L’algorithme calcule ensuite 'indice entre la nouvelle classe et les autres
classes existantes. Au fur et a mesure de 'avancement de ’algorithme, un arbre contenant
I’historique de la classification est créé et permet de retrouver au plus n — 1 partitions
finales (pour n objets) (Figure 2.10).

Arbre

Proximité entre éléments

F1G. 2.10 — Exemple de classification ascendante hiérarchique. Les objets sont représentés par les lettres
a, b, ¢, d et e. Ces objets ont leurs coordonnées dans le plan xy comme variable, et le critere d’agrégation
des objets est simplement la distance séparant les objets sur ce plan. L’arbre représente 1’historique
d’agrégation des objets en partant des premiéres agrégations en bas de ’arbre pour finir par la derniere

agrégation en haut de celui-ci.

Pour aider a U'interprétation de la classification, CHAVL fournit 3 indices :



o8

Matériels et Méthodes

— La statistique 'globale’ est une mesure de cohésion entre une partition obtenue a un
niveau et la similarité entre les couples d’objets (cette similarité étant représentée
par la préordonnance définie sur I’ensemble des couples de paires d’objets). Donc
cette statistique mesure en quelque sorte la qualité de la partition (plus exactement,
I'adéquation entre une partition et la mesure de similarité).

— la statistique locale (& chaque niveau) permet de repérer les "nceuds significatifs”.
La statistique locale mesure la variation de la statistique globale a un niveau donné
par rapport au niveau précédent.

— un indice de neutralité permet de distinguer les objets non classifiables vis-a-vis de
la classification des autres objets.
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2.5 Optimisation combinatoire de données

Un probleme d’optimisation combinatoire consiste a trouver la meilleure solution dans
un ensemble fini O, dit ensemble des solutions réalisables. On dispose d'une fonction f
qui calcule, pour chaque solution réalisable z, un cout f(x). Le but de I'optimisation
combinatoire est de retrouver la solution réalisable x de cotit minimal.

Trouver une solution optimale dans un ensemble discret et fini semble un probleme
facile en théorie : il suffit d’énumérer toutes les solutions, et de comparer leurs cotits
pour voir quelle est la meilleure. Cependant, en pratique, le probleme se confronte a deux
difficultés. La premiere est que I’ensemble O est tres grand et que I’énumération de ses
éléments peut prendre un temps exponentiel en fonction de la taille du probleme. La
deuxieme est qu’il n’existe pas toujours en pratique un algorithme simple pour énumérer
les solutions de O. Dans la plupart des cas, le probléme est NP-complet (Non Polynémial).
En conséquence, beaucoup de méthodes ont été développées pour approcher ce type de
problemes. L’optimisation combinatoire se trouve ainsi au carrefour de plusieurs disciplines
telles que :

— la combinatoire.

— Talgebre linéaire.

— la programmation linéaire.

— la programmation en nombres entiers.

— la théorie des graphes.
les polyedres combinatoires.
la complexité des algorithmes.

Au cours de cette theése, nous avons été confronté a deux problemes d’optimisation

différents qu’il était impossible de résoudre manuellement :

— Parmi tous les couples possibles d’extrémités hélitroniques qui représentaient toutes
les occurrences des hélitrons, nous avons du choisir un jeu de couples d’extrémités
qui utilise chacune des extrémités, une seule fois, et qui maximise le nombre d’occur-
rences pour ’ensemble des couples choisis : ce probleme correspond a un probleme
d’affectation de taches en optimisation combinatoire.

— A partir de toutes les séquences hélitroniques d’ Arabidopsis thaliana, nous avions un
tres grand ensemble de couples possibles pour représenter ces séquences, nous avons
voulu déterminer le jeu de couples minimum qui représente toutes les séquences : ce
probléme est un probléme de couverture (utilisation de la théorie des graphes et de
la programmation linéaire).

2.5.1 Algorithme de Munkres

Le probleme d’affectation consiste a assigner différentes taches a des individus afin de
réduire au minimum le cott total des taches. Chaque individu peut exécuter chacune des
taches, mais chacune a un cotut différent. S’il y a n taches et n individus, on utilise une
matrice C' de cofit (n x n), ot chaque élément (i, ;) représente le cotit d’affecter la 7¥me
tache au ;"¢ individu. Chaque individu peut exécuter seulement une tache et chaque
tache est assignée a seulement un individu.

Par défaut, I'algorithme exécute la minimisation des cotits pour ’ensemble des couples

choisis dans les éléments de la matrice.
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L’algorithme Hongrois (ou de Munkres) est un exemple d’algorithme d’optimisation
combinatoire qui résout les problemes d’affectation des taches en temps O(n?). Cet algo-
rithme a été publié par Harold Kuhn en 1955 [113] et amélioré en 1957 par James Munkres
[152]. L’algorithme d’assignement de taches de Munkres peut étre étendu aux tableaux
rectangulaires [18].

Individus = {a, b, ¢, d}
Taches = {p, q, 1, s}

Une aftectation arbitraire :

A= {(a,q), (bs), (c.n), (d,p)}
Cotit total = 23

Clij] =
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F1G. 2.11 — Exemple d’affectation arbitraire. L’individu a est assigné & la tache q, l'individu b est
assigné au travail s etc. Le cout total de cette affectation est 23.

2.5.2 Probléme de couverture minimale

Le probleme de couverture (Set Cover) est un probleme classique en informatique et en
théorie de la complexité. Un probleme de couverture consiste a trouver un jeu minimum de
sous-ensembles qui contient tous les éléments présents dans la totalité des sous-ensembles.
Additionnellement, certains problemes rajoutent des cotts a chaque sous-ensemble, il faut
alors minimiser le cotit du jeu minimum des sous-ensembles. Ce probleme est 'un des 21
probléemes de Karp prouvé étre NP-complet en 1972 [38]. Plus formellement, un probleme
de couverture minimale est décrit comme :

— l’ensemble des éléments (ou Univers) O = {01, 09, ..., 0, }.

— I’ensemble des sous-ensembles S7, Sy, ..., Sk C O.

— et ensemble des coits cg, o, ..., ¢, (pour un probléeme de couverture sans cotts,

C;, = ]_,VZ S I)
— on recherchons le jeu I C {1,2,...,k} qui minimise ) .., ¢; avec US; = O.

De nombreux problémes biologiques ont été formalisés en probleme de couverture dont
les interactions protéines-protéines [81], la sélection minimale d’amorces pour reconnaitre
un ensemble de microorganismes [10] et le positionnement des amorces LR-PCR sur le
génome de Staphylococcus aureus [5].

L’algorithme glouton de couverture minimale donne une solution avec une complexité
algorithmique polynomiale. L’algorithme choisit a chaque étape le sous-ensemble qui
couvre le maximum d’éléments de O. L’algorithme est présenté ci-dessous :

L’algorithme glouton peut trouver la solution optimale, mais dans de nombreux cas, ce
n’est absolument pas garanti. Par exemple la Figure 2.12 montre un exemple de probleme
de couverture ou I'algorithme glouton ne détecte pas la solution optimale. Dans ce cas, I’al-
gorithme choisit le premier sous-ensemble qui contient le plus d’objets : le sous-ensemble
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Algorithm 1 Algorithme glouton de Couverture minimale

Require: Univers O = {01, 09, ...,0,}
Require: Sous-ensemble S = @
while O contient au moins 1 élément do
Choisir le sous-ensemble S; qui couvre le maximum d’éléments de O
S=5+S5;
O=0-5;
end while
return le jeu de sous-ensembles S

noir qui compte 8 objets, on enleve les objets de ce sous-ensemble, 1’algorithme choisit
ensuite le sous-ensemble vert puis le jaune. La solution donnée par ’algorithme glouton
contient trois sous-ensembles, alors que la solution optimale est de deux sous-ensembles
(bleu et rouge) (Figure 2.12).

[] Couverture optimale  ®¥ Gccurrence & 2 caractéres

Couverture obtenue par un algorithme glouton

F1G. 2.12 — Exemple de solutions pour un probléme de couverture minimale sans cofit associé. Chaque
rectangle est un sous-ensemble possible. Les rectangles rouges montrent la solution trouvée par 'algo-

rithme glouton, les rectangles mauves montrent la solution optimale de ce probleme.
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Résultats et Discussions

3.1 Découverte d’un élément hélitron dans le gene
Arginine DéCarboxylase 1 (ADC1)

Dans cette premiere section, nous introduisons ’étude a l'origine de la these : la dé-
couverte d'un élément transposable dans le gene ADC1 [62] et son identification comme
un élément de type hélitron.

3.1.1 Analyse comparative des promoteurs des deux genes de
PADC

200 400 600 800 1000 1200 1400 1800 1800 2000 2200
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AtATE 05

AtATE 01,02, 06,
08,09, 11, 13, 14,

15, 16, 17,19, 20, &— AtATE initial —>
21,23, 25
Ti Tz
Légende :
|:| |:| . | [6gIONS consensus T1, T2 : ITR imparfait de 'AtATE initial

— séquences non consensus

F1G. 3.1 — Structure et extension des 26 AtATEs initialement découverts [62]. L’élément transposable
du promoteur ADC1 est 'AtATE 07 noté AtATE 07 ADCI. Les couleurs montrent les similarités de

séquences internes entre différentes régions.

Les polyamines sont largement impliquées dans le développement et les réponses aux
stress chez I'ensemble des organismes. L’ADC (Arginine DéCarboxylase) constitue une
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protéine clé dans la voie de biosynthese des polyamines. Dans le génome de la plante
modele Arabidopsis thaliana, ’ADC est codé par deux genes, le premier est porté par le
chromosome II (ADCI) et le second par le chromosome IV (ADC2). Bien que la protéine
codée par ces deux genes présente une homologie de plus de 80 %, l'utilisation de I'ap-
proche promoteur : :géne rapporteur a permis de montrer que leur profil d’expression est
largement différent. L’”ADC2 présente une expression plutot généraliste, alors que ’ADC1
présente une expression plutot de type tissu et stress spécifique. Ces observations nous
ont amené a faire une analyse fine des séquences nucléotidiques des régions promotrices,
pour identifier éventuellement des boites transcriptionnelles ou des structures originales
responsables de ces différences.

L’analyse des régions promotrices des deux genes paralogues de ’ADC chez Arabi-
dopsis, par BLAST [3], a montré que les deux régions présentaient un faible degré de
similitude et une large variété de boites de régulations transcriptionnelles putatives. Cu-
rieusement, la séquence promotrice de I’ADCI contient une séquence, non seulement tres
répétée dans le génome, mais fortement conservée. Les analyses de cette structure ont
permis de montrer qu’il s’agissait d’un élément transposable. Il est hautement répété :
26 copies completes et 1671 copies partielles [62]. Cet élément répété, appelé initialement
AtATE (Arabidopsis thaliana ADC1 Transposable Element) est constitué de 742 pb et
présente les caractéristiques des MITEs avec des I'TRs imparfaits, mais ne possede aucun

TSD [62].

3.1.2 Analyse systématique des régions flanquantes d’AtATE

L’élément AtATE est un élément non-autonome, il ne possede pas d’ORF's. Nous avons
alors recherché la famille d’AtATE pour découvrir éventuellement 1’élément autonome &
I'origine de sa création.

Nous avons procédé tout d’abord a ’analyse systématique des séquences flanquantes
d’AtATE, afin de rechercher éventuellement des TSD caractéristiques des MITEs. Cette
analyse a montré que les 26 éléments répétés étaient beaucoup plus grands et pouvaient
s’étendre sur environ 300 pb en 5" et 1000 pb en 3’, sauf pour 1’élément présent dans le
promoteur ADC1 (Figure 3.1). Ces nouvelles séquences flanquantes ne présentent aucune
structure répétée et /ou palindromique d’un élément transposable classique. Une recherche
bibliographique et un alignement de séquence avec ClustalW [200] ont alors montré une
forte similarité entre I’élément AtATE étendu et I’élément non-autonome AtREP3 du type
Hélitron [98].

Résumé

L’élément transposable présent dans le promoteur du gene ADC1 est un élément de
type Hélitron. Il fait partie de la famille non-autonome AtREP3.
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3.2 Conception d’un modele syntaxique d’hélitron a
partir de la famille AtREP3

Les précédentes études décrites sur les hélitrons chez Arabidopsis thaliana ont montré
Iexistence, en plus d’AtREP3, de cinq familles autonomes et de 29 familles non-autonomes
(98, 94]. Le motif consensus connu des hélitrons est : TC en 5’ bordé par le nucléotide A,
et CTAG bordé par le nucléotide T avec une tige-boucle subterminale en 3’ (Figure 1.19).
Ce motif est un modele trop peu sélectif pour permettre une reconnaissance précise des
familles. La premiere étape de cette these a été de créer un nouveau modele syntaxique
des hélitrons et de mieux comprendre les relations entre hélitrons autonomes et non-
autonomes.

3.2.1 Amélioration du modele de recherche des AtREP3s

Généralement, les extrémités des éléments transposables sont utilisées comme signaux
de reconnaissance par les protéines de transposition [39]. De fait, le mode de transpo-
sition présumé des hélitrons indique qu’ils utilisent leurs extrémités [70]. D’autre part,
la séquence des AtREP3s, et des hélitrons en général, montre une grande variation des
séquences internes (Figure 3.1) [98]. Par conséquent, cette séquence interne ne peut pas
servir de motif consensus pour réaliser un modele de recherche systématique des hélitrons.

Pour créer un modele hélitronique uniquement en se basant sur les deux extrémités, il
était important de déterminer d’abord la taille optimale qui permettait de discriminer les
extrémités de I'ensemble des AtREP3s décrits dans le génome d’Arabidopsis thaliana. La
séquence consensus des deux extrémités hélitroniques d’AtREP3 a été extraite de la base
de données Repbase (www.girinst.org/repbase/index.html) [94].

Nombre d'occurrences d'un modéle d'AtREP3

» en fonction de la taille des extrémités dans ce modéle

220 \

200 \

180 \

160

140 \‘ -

T\O

Nombre d'occurrences d'AtREP3

100

15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 37 38 39 40 41
Nombre de nucléotides testés pour chaque extrémité

F1G. 3.2 — Nombre d’occurrences d’AtREP3 dans le génome d’Arabidopsis thaliana en fonction de
la taille des deux extrémités. La valeur encadrée représente le nombre de nucléotides choisi. La valeur

d’occurrences correspondante est similaire a celle trouvée par Kapitonov et Jurka [98].

Nous avons effectué le test de I’ensemble des modeles basés sur les séquences des extré-
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mités, pour des tailles variant de 20 a 40 pb. Pour chaque test réalisé, les deux extrémités
avaient la méme taille. De plus pour chaque test de taille, un pourcentage d’erreur de
25 % était toléré sur les séquences, car I'analyse préliminaire des 26 AtREP3s montrait
de légeres substitutions ne dépassant pas le seuil de 25 % d’erreurs de substitutions sur
I’ensemble de la séquence des extrémités.

La taille de la séquence interne entre les deux extrémités des 26 AtREP3s varie entre
1000 et 2100 pb [98]. Le nouveau modele de I'hélitron AtREP3 doit autorisé une taille entre
100 et 3000 pb pour ne perdre aucune occurrence d’AtREP3. Cette structure, séquence
variable bordée en 5’ et 3" de séquences connues, s’écrit avec STAN de la maniere suivante :

Extrémité_5’_25%_d’erreurs-x(100,3000)-Extrémité_3’_25%_d’erreurs

Enfin, chaque valeur de fréquence d’AtREP3 a été comparée a la valeur obtenue par
Kapitonov et Jurka [98] et les séquences ont été alignées pour repérer les séquences détec-
tées qui ne sont pas des AtREP3s (faux positifs).

tige-boucle
subterminale
6-8 bp
o . 100-17500 bp
Modéle Biologique : 5-TCNNN—- - — — - - = — - — — NNNCTAG-3'
aucune séquence consensus 10-15 bp
J;xpérimentation
Tailles optimales pour , > e — —
le modele syntaxique 36 bp 0 a 20000 bp 36 bp
\I;nodélisation
Modele syntaxique : Extrémité 5' de taille 36:9 - x(0,20000) - Extrémité 3' de taille 36:9

F1G. 3.3 — Correspondance entre les connaissances biologiques et le modele syntaxique. La partie en
noir représente les données de la littérature. La partie en bleu représente les informations que nous avons
obtenues a partir d’expérimentations sur la taille des extrémités. Le modele en rouge représente le modele
final de T'hélitron avec 2 extrémités de 36 paires de bases séparées par un gap variable. La valeur 9
représente le nombre maximal d’erreurs de substitution accepté par rapport au motif consensus extrait

de Repbase.

Nous avons pu montrer que la taille des 36 nucléotides pour chaque extrémité était la
taille optimale qui permettait d’avoir un nombre d’occurrences d’hélitrons similaire a celui
publié par Kapitonov et Jurka (139 non chevauchantes comparé a 150) (Figure 3.2). Nous
avons aligné les 139 séquences obtenues par le modele d’AtREP3 et la séquence consensus
d’AtREP3 de Repbase [94]. L’alignement multiple a montré que toutes les séquences
étaient bien des hélitrons AtREP3 (aucun faux positif). La majorité des occurrences
d’AtREP3 obtenues par STAN avait une séquence similaire a la séquence consensus et
les autres occurrences montraient une large délétion de la séquence 5" subterminale, mais
elles avaient toute la partie 3’ similaire a ’AtREP3 consensus.
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L’alignement des 139 AtREP3s a montré plusieurs insertions correspondant a des
éléments transposables. Parmi ces insertions deux séquences insérées possédaient les ca-
ractéristiques des hélitrons [98]. Aucun ORF n’a été détecté dans ces séquences et leurs
couples d’extrémités ne correspondaient a aucune famille d’hélitron connue. Nous avons
nommé ces séquences AtREP20 et AtREP21. Apres une recherche des différentes copies,
les consensus des deux familles ont été déposées dans Repbase [196].

Nous avons ensuite étendu 1’étude en appliquant ce modele a toutes les familles connues
d’hélitrons prélevées dans Repbase [98, 94] a I'exception des AtREP16, 17, 18 et 19 qui ne
possedent pas les caractéristiques terminales de séquences primaires des hélitrons (Figure
1.19). La taille des familles d’hélitrons varie entre 500 et 18000 bp. Le modele définitif que
nous avons retenu pour le type hélitron chez Arabidopsis thaliana est de la forme (Figure
3.3) :

Extrémité_5’_de_36pb:9-x(0,20000)-Extrémité_3’_de_36pb:9

3.2.2 Comparaison de la méthode syntaxique développée avec
la méthode traditionnelle de détection des éléments trans-
posables

Nous avons voulu comparer notre méthode syntaxique avec la méthode de détection
CENSOR [95, 107] utilisée par Kapitonov et Jurka [98]. Cette méthode nécessite 1'utili-
sation de parametres spécifiques pour étre efficace et ceux-ci n’ont pas été donnés dans
leur article [98]. Nous avons donc comparé les occurrences obtenues par ce modele et les
occurrences obtenues avec RepeatMasker (Figure 3.3) qui est la méthode la plus connue
et une méthode proche de la méthode utilisée par Kapitonov et Jurka [98].

RepeatMasker utilise WU-BLAST ou des logiciels similaires qui réalisent un aligne-
ment de séquences ou de génomes avec une librairie d’éléments transposables connus. Nous
avons utilisé la version open-3.1.6 de RepeatMasker avec la version 2.0 de WU-BLAST
ainsi que la version 20061006 de la librairie d’éléments transposables qui a été téléchargée
sur le site de Repbase (www.girinst.org/repbase/index.html).

Nous avons choisi de comparer la détection des hélitrons avec RepeatMasker, et la
détection des hélitrons entiers (composés des deux termini) et des hélitrons tronqués
(une seule extrémité) avec notre modele, aux séquences décrites par Kapitonov et Jurka
[98]. Pour les hélitrons tronqués nous n’avons comparé que le nombre d’occurrences,
car STAN ne détecte que la séquence terminale (Extrémité_5’_de_36pb :9 ou Extré-
mité_3’_de_36pb :9), et RepeatMasker détecte, en plus des 36 pb de cette extrémité, (une
partie de) la séquence interne. Pour les hélitrons entiers, nous avons opposé, en plus du
nombre d’occurrences, la taille moyenne des séquences avec la taille des consensus de
Repbase. Nous avons considéré qu’une séquence détectée avait la "méme” taille que le
consensus Repbase si les deux tailles étaient égales a + ou - 10 % en pb.

Aussi bien pour les hélitrons tronqués que les entiers, les occurrences de toutes les
familles d’hélitrons sont plus nombreuses avec STAN que celles observées avec Repeat-
Masker (Figure 3.4). Excepté les familles AtREP1, 5, 10D et 13, toutes les autres familles
(séquences entieres) ont plus ou autant de séquences ayant une taille similaire a la taille
du consensus de Repbase. Cette valeur montre que STAN détecte plus d’hélitrons homo-
logues au consensus que RepeatMasker. Ce dernier détecte principalement des séquences
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F1G. 3.4 — Comparaison de l'identification des hélitrons entre RepeatMasker et notre méthode syn-

taxique. Le symbole X correspond a l’absence de résultats. La seconde colonne correspond au nombre

d’occurrences de chaque famille décrit dans l'article de Kapitonov et Jurka [98]. La troisiéme colonne

est la taille des consensus présent dans Repbase [94]. La taille moyenne des hélitrons est calculée avec

détectés

7

détectées pour RepeatMasker et seulement ’ensemble des séquences

7

S sequences

I’ensemble de

avec un modele & deux extrémités pour STAN.

d’hélitrons plus petites que les séquences consensus. Ce résultat prouve ainsi que Repeat-
Masker ne détecte pas des hélitrons entiers mais plutot des petites fractions d’hélitrons
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(en général sans les extrémités). Au contraire, la taille moyenne des séquences détectées
par STAN, pour une famille donnée, est plus grande que la taille du consensus (Figure
3.4). Cette différence provient de la détection de certains hélitrons qui incluent dans leurs
séquences internes d’autres transposons ou hélitrons.

RepeatMasker : 4151 séquences STAN : 867 séquences

séquences plus larges que la plus
courte séquence consensus d'hélitron

2244
séquences

37
séquences

81,21 %

séquences plus courtes que la plus
courte séquence consensus d'hélitron

830 séquences

1907 séquences

F1G. 3.5 — Comparaison des séquences détectées par STAN et RepeatMasker. Les séquences trouvées par
les deux logiciels sont de couleur violette. Les séquences détectées seulement par RepeatMasker sont en
bleu et celles détectées seulement par STAN sont en rouge. Le rectangle droit donne le nombre de séquences
qui ont leurs positions communes pour RepeatMasker (en bleu) et STAN (en rouge). Comme une séquence
détectée par une méthode donnée peut correspondre a plusieurs séquences de autre méthode (dans cet
exemple, une séquence détectée par STAN est superposée avec 5 séquences détectées par RepeatMasker),
les valeurs des séquences communes obtenues par les deux méthodes sont différentes. Le rectangle gauche
montre le pourcentage de séquences détectées par RepeatMasker dont la taille est inférieure au plus petit
consensus d’hélitron (564 bp) [98].

Nous avons aussi comparé l’ensemble des hélitrons détectés par les deux méthodes
(Figure 3.5). Excepté pour 37 séquences, tous les hélitrons détectés par STAN sont aussi
détectés par RepeatMasker. Au contraire, la plupart des séquences détectées par Repeat-
Masker n’ont pas été obtenues avec STAN. Plus de 80 % des séquences détectées par
RepeatMasker ont été plus courtes que le plus court des hélitrons consensus (Figure 3.5)
[98]. Ce résultat a confirmé que RepeatMasker détecte préférentiellement des fractions
d’hélitrons.

3.2.3 Modele hélitronique sans structure secondaire

Dans notre modele syntaxique précédent, la structure secondaire de la tige-boucle
subterminale du modele biologique [98] a été remplacée par sa séquence primaire. Nous
avons cherché a savoir si ce dernier modele ne pouvait pas étre amélioré en incluant la
structure secondaire de la tige-boucle. La présence de la tige-boucle a donc été vérifiée
dans toutes les familles d’hélitrons détectées par STAN [154] avec un modele syntaxique.

Deux grammaires SVGs ont été écrites pour chaque famille (chaque séquence hélitro-
nique de Repbase). Ces grammaires ont pris en compte la séquence palindromique de 6
a 8 nucléotides et la boucle contenue dans le palindrome. Le mot "loop”, qui représente
la boucle de I’hairpin, a été remplacée par la séquence consensus de chaque famille, en
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admettant une erreur de substitution possible et deux indels. La premiere grammaire re-
cherchait le palindrome exact, la deuxieme autorisait une erreur de substitution dans ce
palindrome. Elles ont été écrites dans la syntaxe STAN :

X:[6,8]-x(0,1)-1oop:1-x(0,1)-"X ou X:[6,8]-x(0,1)-1loop:1-x(0,1)-"X:1

Selon la famille d’hélitrons, 35 a 55 % des séquences hélitroniques ne présentent pas
d’erreur de substitution dans la séquence palindromique de la tige boucle. Ce pourcentage
passe de 55 a 80 % pour une tige-boucle ayant au maximum une erreur de substitution
dans le palindrome. Bien qu’élevé, ce dernier pourcentage reste insuffisant pour considérer
la tige-boucle comme un élément indispensable au fonctionnement de I'hélitron. Cette
perte du palindrome parfait dans la tige-boucle est confortée par les résultats publiés par
Laufs [122] démontrant qu’un géminivirus (méme mode de réplication que I'hélitron) peut
transposer faiblement sans hairpin. La plupart des hélitrons étant non-autonomes, nous
pouvons penser que cette tige-boucle a subi un processus de dégénérescence au cours de
son évolution qui ne permet plus la détection des hélitrons dans les génomes.

Résumé

Dans cette section, nous avons créé un modele syntaxique capable de détecter I'en-
semble des familles hélitroniques présentes dans le génome d’ Arabidopsis thaliana (section
1.4). Cette détection par un modele syntaxique est plus performante que la détection réa-
lisée avec RepeatMasker, 1'outil de référence de la détection des éléments transposables.
Enfin, nous avons montré que le motif tige-boucle, motif caractéristique des hélitrons,
n’est pas indispensable dans la détection des hélitrons.

Contribution scientifique

Article : Nicolas J., Durand P., Ranchy G., Tempel S. and Valin A.S. 2005. Suffix-Tree
ANalyser (STAN) : looking for nucleotidic and peptidic patterns in genomes. Bioinforma-
tics. 21 :4408-4410.

Conférence : Tempel S., Couée 1., Nicolas J. and El Amrani A. 2004. Genome-wide
analysis of domain organization in Arabidopsis helitronic structures. XII eme Colloque
Eléments Transposables. Tours.



Analyse systématique et classification des hélitrons dans le génome d’Arabidopsis 71

3.3 Analyse systématique et classification des héli-
trons dans le génome d’Arabidopsis

Le modele syntaxique des hélitrons sans hairpin que nous venons de définir nous a
permis de réaliser une détection exhaustive des hélitrons chez Arabidopsis thaliana. Leur
analyse permet de disposer de premiers indices sur le mode de transposition des hélitrons
non-autonomes, I’évolution et le mécanisme d’invasion des différentes familles d’hélitrons.

3.3.1 Analyse des termini hélitroniques dans Arabidopsis

Pour une analyse exhaustive des hélitrons et de leurs extrémités, nous avons tout
d’abord étudié séparément les extrémités hélitroniques, puis nous avons analysé les com-
binaisons 5’-3" des termini. Nous avons appelé "left” ("right”), U'extrémité 5’ (3’) d'une
famille donnée d’hélitrons. LEFT et RIGHT sont respectivement définis comme 1’ensemble
des extrémités 5’ et 3" de toutes les familles d’hélitrons connues dans Repbase [94].

3.3.1.1 Création de la matrice d’occurrences des hélitrons

Nous notons left; (right;), 'extrémité 5" ¢ ( 3’ j) contenue dans I'ensemble des ex-
trémités 5’ (3'), nommé LEFT (RIGHT). Pour chaque paire possible de termini (left;,
right;) € LEFTXRIGHT, nous avons créé une grammaire. Chaque grammaire a ensuite
été utilisée pour 'analyse du génome d’Arabidopsis thaliana via le logiciel STAN. Le ré-
sultat de ces analyses a été reporté dans une matrice d’occurrences sur LEFTX RIGHT.
Une cellule d’indice (left;, right;) contient le nombre d’occurrences du modele constitué
par I'extrémité 5’ left; associée a un terminus 3’ right; et séparé par un certain nombre
de nucléotides. Cette définition autorise les chevauchements, I'insertion d’hélitrons et les
chimeres d’hélitrons. Une chimere est une séquence créée par la combinaison de deux
séquences distinctes.

3.3.1.2 Agrégation des extrémités et des couples d’extrémités

Les tailles de LEFT et RIGHT sont élevées, ce qui signifie que les motifs des extrémi-
tés ont été tres finement distingués. Dans le but de rationaliser le choix des termini, nous
avons d’abord eu besoin de réduire ce nombre d’extrémités par la formation de classes
d’équivalence.

Nous avons noté f;gft ( fﬁi ght), le nombre d’occurrences du terminus couvert par le mo-
tif left; (right;) et non couvert par le motif left; (right;). Par exemple, le ft, représente
Pextrémité 5 de TAtREP2 et le ft14 'extrémité 5 de TAtREP14. Les deux extrémités ont
seulement une substitution de différence; en les recherchant avec STAN et neuf erreurs,
il est normal de retrouver des positions communes aux deux détections. Néanmoins, cer-
taines positions ne seront détectées que par AtREP2 : ces positions représentent dans ce
cas fii ' (Figure 3.6).

Nous avons appliqué sur I’ensemble des termini un algorithme standard de classification
hiérarchique, commencant par ’ensemble des singletons qui correspondaient a I’ensemble
des termini. L’algorithme agrege a chaque étape les classes qui sont a une distance mini-
male. La distance entre deux classes ¢; et ¢y est définie comme suit :
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d(cl7 CZ) - Minze(CﬂJCQ) Zye(clLJCQ)—;p fyw

Y Positions uniquement détectées par I'effectif Iei"ti =3
/N\
Légende :
*e * .. s Positions de left,
. # Positions de Ieftj
* e e # Positions partagées par left; et Ieftj

? x

F1G. 3.6 — Visualisation d’occurrences i non couvertes par j et exemple d'une distance entre deux
séquences. La premiére partie de la figure montre les positions de left; et left;. Les positions de left;

non couvertes par le ft; sont entourées en rouge.

Informellement, la distance entre les deux classes ¢; et ¢y est le "rayon” de la classe
agrégée obtenu en minimisant le nombre d’occurrences non couverts par un élément de
cette classe (élément qui devient de fait un représentant de cette classe). Nous avons
retenu 'agrégation de deux classes si la distance obtenue est inférieure a 10 % du total
du nombre d’instances couvertes par ¢; U ¢o. A partir de cette union, le représentant de
la nouvelle classe est 1’élément qui minimise la taille du rayon obtenue par l'agrégation
des deux classes (i.e. ¢; si le nombre d’occurrences perdues par ce choix est inférieur au
nombre d’occurrences perdues par le choix de la classe ¢;). La nouvelle classe est étiquetée
par son représentant. Dans notre exemple précédent, AtREP2 a 488 occurrences dans le
génome et AtREP14 a 478 occurrences. Ces deux classes ont 478 occurrences en commun
et leur distance est inférieure & 10 % . La nouvelle classe est étiquetée par AtREP2.

A partir de la matrice brute d’occurrences obtenues par I’ensemble des combinaisons
de termini, nous avons utilisé deux méthodes pour classer les éléments de cette matrice en
fonction de la similarité des valeurs des cellules : I'algorithme d’optimisation combinatoire
de Munkres [152] et une classification manuelle.

L’algorithme de Munkres s’attaque au probleme de l'affectation des taches, c’est-a-
dire a la minimisation de la somme des cotts des taches a effectuer pour un ensemble
d’actions [152]. Dans notre cas, les acteurs sont représentés par les extrémités 5°; les
taches par les termini 3’ et le cott des taches est représenté par le nombre d’occurrences
non couverts par le choix d’affectation de 3’ a 5. Autrement dit, a chaque cellule ij
(ligne i, colonne j) le cout représente la somme des occurrences de toutes les autres
cellules de la ligne i moins 'occurrence de cette cellule ij ; plus formellement, le cotit est
égale a c(i1j) = > occurrences(i.) —occurrences(ij). L’algorithme trouve, pour ’ensemble
des extrémités 5’, le meilleur choix d’extrémité qui minimise la somme des occurrences
détectées. Nous avons ensuite appliqué I’algorithme a la nouvelle matrice : pour chaque
extrémité 5 donnée, 1’algorithme choisit le terminus 3’ qui ne sera pas forcément celui qui
donne la plus petite valeur d’occurrence pour cette extrémité 5 donnée, mais celui qui
minimise la somme des occurrences obtenues pour ’ensemble des extrémités 5 associées
avec une extrémité 3’. Chaque extrémité 3’ n’est associée qu’avec un seul terminus.
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Apres cet algorithme, nous avons obtenu une matrice optimisée ou une extrémité 5’
donnée est associée avec une extrémité 3’ donnée. Néanmoins, les autres combinaisons de
chaque extrémité 5’ (3’) qui n’ont pas été sélectionnées par I’algorithme, ne sont pas classés
en fonction de leur similarité. Nous avons donc réalisé la réorganisation de la matrice en
fonction de ces autres combinaisons, en conservant pour chaque ligne (extrémité 5°) et
colonne (extrémité 3’), I’association choisie par 'algorithme d’optimisation combinatoire.

3.3.1.3 Analyse des occurrences des termini 5’ et 3’ : évidence de la présence
d’hélitrons tronqués

Nouveau nom Nom de la famille d'hélitron Séguences Occurrences | Perte (%)
1 HELITRON1 TCTACATETACATTTTTGGGGACGATTTGTGTCERAR 84 0,00
2 HELITRON2, Y2 (HelitronY2) TCTACACTATTATTTGAGACGTACGTTRAAGTGATTC 32 9,06
3 HELITRON3 TCTACTTARCATTTT TGAAGTACAARATARGGAATT 44 0,00
4 HELITRON4 TCTATACTATTRAGAGAGAATGRAGGGRCAGARARTT 14 0,00
5 AtREP1, 11 (AtREP11) TCTACATATACATTTTTGCAGCCATTTTAGCARATR 453 243
6 Helitron5, AIREP2, 2A, 11A, 14 (AIREP2) TCTATATETACATTTTTGCRGCCATTTTGTGARATE 488 5,33
7 HELITRONY1A TCTACATRTACATTTTTGETAGGGTTTTTGGCCARR 86 0,00
8 HELITRONY1B TCTACATETACATTTTTGGETRGACTTTTTGGCCARR 79 0,00
9 HELITRONY1C TCTACATRETACATTTTTGGRECGRATTTGTGTAGRERAR 189 0,00
10 HELITRONY1D TCTACTTARCATTTTTGAAGTACATTTTARGGAATC 45 0,00
11 HELITRONY1E TCGACATTTTRERATCARARTATTTECCTAACARARAT 21 0,00
12 HELITRONY3 TCTTATATARTARGAGAAGGTTTTTTCTARCTTTGC 38 0,00
13 HELITRONY3A TCTACTTRACATTTTTGRAGTACRAARTARGGATTT 47 0,00
14 AtREP3, 20 (AMREP3) TCCTRCTRTATTATTTGGEARGTACATTTTARATET 220 0,00
15 AtREP4 TCTATATTATTAATTGGGARGCATTGTGTGAACTAC 60 0,00
16 AtREP5 TCTATATRETACATTTTTGGRGGEGGATTTTTGARGAT 140 0,00
17 AtREPS, 7, 8, 9, 13 (AIREP6) TCATATATATGARAGTTGGCCARCTCTCTCCATATR 241 6,64
18 AtREP10, 10A, 10B (AMREP10A) TCTTETTRETATRARGTATEGTTTTCARAGTTACTAR 255 1,96
19 AtREP10C, 10D (AIREP10D) TCTTATTATATARAGTATGGTTTTTARAATTACTAR 264 341
20 AIREP12 TCTARATETACTARATCAGCEGTCACTTTTCCARTE 35 0,00
21 AtREP15 TCTATACTATTAATTGEGAATCAT TGRARATARACE 35 0,00
22 AtREP21 TCCCTTTRATTATTRARARGGGRAGTACRAATTGARAT 82 0,00
23 AtREPX1 TCAACACCATRRARACACTARARGTCTCTCCTETEC 20 0,00

Total 2972 2,39

F1G. 3.7 — Occurrences et regroupement des extrémités 5’ dans le génome d’Arabidopsis thaliana. La
premiere colonne est le nouveau nom (un chiffre) de extrémité 5°. La seconde colonne donne les anciens
noms des extrémités, avec entre parentheses le nom conservé pour le groupe d’extrémités de cette ligne.
La troisieme indique la séquence consensus conservée pour cette extrémité. La quatrieme colonne indique
le nombre d’occurrences du terminus conservé. Enfin, la derniere colonne donne le nombre d’occurrences

perdues en choisissant cette extrémité pour représenter ce groupe d’extrémités.

L’analyse de la distribution de chaque terminus de chaque hélitron a montré que
certaines extrémités sont préférentiellement regroupées avec des extrémités appartenant
a d’autres hélitrons (Figure 3.7 et 3.8). Le regroupement des extrémités hélitroniques a
réduit le nombre d’extrémités de 37 a 23 pour les extrémités 5 et 3’. Par exemple, les
extrémités 5’ et 3" des AtREP2 et 2A sont associées aux extrémités 5’ et 3’ des AtREP6,
7, 8, 9. Par contre, nous avons noté qu’'un certain nombre d’extrémités ne sont jamais
associées avec d’autres termini, tel que AtREPX1. Curieusement, des extrémités 5 de
certaines familles d’hélitrons étaient associées alors que les extrémités 3’ de ces mémes
familles n’étaient pas associées ou associées avec des extrémités d’autres familles. Par
exemple, le terminus 5’ ’AtREP3 est regroupé avec I’AtREP20 (Figure 3.7) et 'extrémité
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3’ est associée avec PAtREP11 (Figure 3.8).

Curieusement, excepté les familles Helitron2, 4, Y2, AtREP4 et X1, le nombre d’occur-
rences d'un terminus 5° d'une famille donnée n’est pas similaire au nombre d’occurrences
du terminus 3’ correspondant. Ainsi, 'extrémité 5 de ’AtREP20 présente un nombre
d’occurrences trois fois plus élevé que l'extrémité 3’ correspondante (Figure 3.7 et 3.8).
De méme, l'extrémité 3’ de ’AtREP3 est trois fois plus fréquente que son extrémité 5’.
L’analyse de ces termini 3’ en exces a révélé que certains d’entre eux ne sont associés a

aucune extrémité 5. Ces termini 3’ correspondent a des hélitrons tronqués.

Nouveau nom Nom de la famille d'hélitron Séguences Qccurrences | Perte (%)
a HELITRONT1, Y1C (HELITRONY1C) TARTCRACCCGCGETETACCGRGGEGTCRAATATCTREG 336 2,38
b HELITRONZ, Y2 (HELITRONY?2) CCRARAGRTACCETGCETAGCACGGETACTGACCTRG 25 0,00
c HELITRON3 AARAARTCTCGCGETETACCACGEGTCATATCCTAG 144 0,00
d HELITRON4 TTTREACRCCCGEECERAGCACGGGTTATCARTCTREG 14 0,00
e HELITRON5 AACTATCCCTECGEGTETACCGAGEETCARAATCTAG 449 0,00
f HELITRONY1A ATARTCCACCCGCGETRCACCGCCEETCRETATCTRG 429 0,00
g HELITRONY1B ATATCAACCCGCEGTETACCGCGEETCARTCTCTAG 472 0,00
h HELITRONY1D TATTTRRCCCGCGETATACCGCGGETCATATCCTREG 228 0,00
i HelitronY1E, AtREP11A (AMREP11A) ATATAGCCCCECEETATACCGCGEGTTARATTCTAG 580 7,59
j HELITRONY3 TATRTRAAATCCACGCATCECGTGERCRACTTCTRG 11 0,00
k HELITRONY3A CARRARTCCTGCGETETACCGCGGEGTCATATCCTREG 86 0,00
| AtREP1, 2, 2A (AIREP2A) AATTGTCTCCECEGTATACCGCGEETTARAATCTAG 577 763
m AtREP3, 11 (AtREP3) AARTCETCCCGCGETRATACCGCCEETTREARTCTARG 672 5,51
n AtREP4, 15 (AMREP15) ATGRAATCCCGCACGTACGTGCGEETCAGGATCTAG 71 2,82
<] AtREP5 ATRTAGGCCCGCGETRATACCGCCEETTRETATCTRG 597 0,00
p AtREPS, 7, 8, 9 (AIREP6) AARACAARCCCACECETAGCGTGEGTACTCATCTAG 126 7,14
q AtREP10, 10A, 10B, 10C, 10D (AtREP10C) ATCTTACACCCGCCTRATTTAGGCGGGCCTTATCTAG 159 6,29
r AtREP12 CARTGTTGTCCCTGCATAGCAGGGEGCCRRATGCTRG 8 0,00
s AtREP13 CARARPARCCGCEGECETAGCECGGETGATCACCTAG 74 0,00
t AtREP14 TATTTGECCCCGTEETETACCACGGEGTTARATCCTREG 232 0,00
u AtREP20 ARATGCCCGTECTGTATAGCACGEETTATGATCTAG 64 0,00
\ AtREP21 CCGRTTGCCCGCGGTARACCGCGGGTTARRRCCTERG 189 0,00
w AtREPX1 AARAARGCCCECEECTTGECGCEGEETTTCECCCTRG 20 0,00

Total 5563 2,77

FI1G. 3.8 — Occurrences et regroupement des extrémités 3’ dans le génome d’Arabidopsis thaliana. La
premiere colonne est le nouveau nom de l'extrémité 3’. La seconde colonne donne les anciens noms des
extrémités, avec entre parentheéses le nom conservé pour le groupe d’extrémités de cette ligne. La troisieme
indique la séquence consensus conservée pour cette extrémité. La quatriéme colonne indique le nombre
d’occurrences du terminus conservé. Enfin, la derniére colonne donne le nombre d’occurrences perdues en

choisissant cette extrémité pour représenter ce groupe d’extrémités.

3.3.1.4 Distribution des combinaisons d’extrémités hélitroniques

Toutes les paires possibles de termini 5’ et 3’, en accord avec le modele de la Figure 3.3,
ont été recherchées avec STAN [154] dans le génome entier d’Arabidopsis thaliana. Nous
avons appliqué 'algorithme d’optimisation combinatoire sur cette matrice, puis réalisé la
réorganisation manuelle. Le nombre d’occurrences de chaque paire est donné dans la Figure
3.9 et 'ensemble des positions de chaque paire est rassemblé dans le tableau de ’annexe
5.1. Toutes les familles d’hélitrons précédemment connues [98, 94] ont été retrouvées avec
le nombre attendu d’occurrences. De plus, I'alignement multiple des séquences obtenues
d’une combinaison 5’- 3’ d’extrémités d’une famille donnée avec son consensus a montré
que ces occurrences sont similaires au consensus de Repbase.
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Un grand nombre de nouvelles occurrences apparait par rapport a ’état de I'art. Ce
résultat augmente le nombre estimé d’hélitrons chez Arabidopsis de 870 copies [98] &
1504 copies (Figure 3.5). Ces nouvelles occurrences correspondent a des combinaisons de
termini non détectées précédemment : par exemple, le nombre de 5’ terminus nouvellement

2

nommé 14 est fréquemment associé avec le terminus 3’ nommé ”1” (171 occurrences Figure

3.9).

5.3' [ | n|plaq t I Im|e i glal|v]h c | k|u j b r|d|w
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F1G. 3.9 — Matrice de fréquence des modeles associés aux paires d’extrémités d’hélitron. Les lignes et
les colonnes ont été classées par I'algorithme d’optimisation de Munkres [152]. Chaque ligne représente

un terminus 5’ de 36 pb et chaque colonne représente une extrémité 3’ de 36 pb.

Une nouvelle comparaison des séquences hélitroniques a été réalisée entre les séquences
de RepeatMasker et les séquences de la matrice d’occurrences découvertes avec STAN.
A notre surprise, peu de nouvelles occurrences correspondent a de nouvelles séquences.
Certaines nouvelles paires montrent un nombre significatif de copies dans le génome, ce
qui semble indiquer que ces nouvelles combinaisons ont effectivement fait ’objet de trans-
positions et peuvent étre considérées comme de nouveaux hélitrons. Les séquences in-
ternes de ces combinaisons constituent des combinaisons de séquences internes d’hélitrons
connues et de nouvelles séquences. Les nouvelles combinaisons présentent en majorité les
mémes séquences (mémes positions) que les 37 familles d’origine. Certaines occurrences
de nouvelles combinaisons ont été détectées a des positions identiques a celles d’autres oc-
currences précédemment connues. A cause de nombreuses mutations, les extrémités a ces
positions possedent des motifs caractéristiques de deux extrémités différentes. Ce résul-
tat suggere un lien évolutif entre ces combinaisons (nouvelles et connues). Les extrémités
ont pu muter d'une extrémité consensus connue pour créer une autre extrémité consensus
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connue. Les extrémités observées a ces positions seraient des intermédiaires entres les deux
extrémités consensus. D’autres occurrences ont des positions différentes pour une méme
séquence, autrement dit la séquence hélitronique est flanquée de plusieurs combinaisons
d’extrémités. L’ensemble des résultats a confirmé qu’une séquence interne d’hélitron n’est
pas spécifique d’une famille de Repbase donnée.

Les termini 5’ et 3’ d’une famille donnée sont généralement hautement corrélés. Par
exemple, la principale association du terminus 5’ de ’AtREP4 est avec le terminus 3’ de
ce méme hélitron (combinaison 15-n dans la Figure 3.9). Néanmoins, chaque extrémité a
montré un niveau significatif d’association avec des termini de certaines autres familles,
alors que certaines associations telles que la paire 16-j ne donne aucune occurrence. De
plus, le pattern de distribution des associations n’est pas aléatoire, mais est clairement
concentré en clusters d’associations. Ainsi, les termini 5” numéro 18 et 19 sont beaucoup
plus associés avec le méme terminus 3’ nommé q (Figure 3.9, 3.7 et 3.8). Finalement,
quelques termini montrent plus d’interactions avec les termini d’autres familles qu’avec
lautre extrémité de leur propre famille. Par exemple, le terminus m (3" d’AtREP3) est
associé 378 fois avec l'extrémité 5 (5" d’AtREP1) et seulement 196 fois avec son propre
terminus 5’ (Figure 3.9).

3.3.2 Analyse du mode de transposition des hélitrons

A partir de I’étude précédente des occurrences des termini, nous avons pu détecter
toutes les familles potentielles d’hélitrons. Nous nous sommes donc intéressés au mode de
réplication de ces éléments dans ce génome. Nous avons analysé les occurrences des com-
binaisons hélitroniques : les plus répandues dans le génome devraient étre les extrémités
qui présentent le plus d’affinité avec les protéines de transposition codées par les hélitrons
autonomes.

Nous avons commencé a agréger les termini grace a une méthode similaire a celle qui a
été utilisée pour les combinaisons d’extrémités (section 3.3.1.2). Dans ce cas, f;gft (fY ht)
représentait toutes les positions obtenues des hélitrons entiers qui possedent I'extrémité
5 (3") i et qui ne sont pas obtenues par des hélitrons entiers avec l'extrémité 5 (3) j.
Pour les deux extrémités 5’ (3’) i et j, nous comparons 'ensemble de leurs combinaisons
avec tous les termini RIGHT (termini LEFT). Nous avons noté la classe ¢; 1’ensemble
des positions d'une extrémité hélitronique et la classe ¢, I’ensemble des postions détectées
avec une autre extrémité. Nous avons agrégé c; et co si le nombre d’occurrences qui ne
sont pas contenues dans ¢; N ¢y est inférieur & 10 % d’occurrences obtenues par ¢; U cs.

Apres I'agrégation des termini 5’ et 3’, nous avons réalisé une réorganisation manuelle
pour séparer la matrice en clusters, en fonction des valeurs des cellules.

3.3.2.1 Les clusters d’occurrences suggerent différentes activités de transpo-
sition

La Figure 3.10 montre la structure de la matrice des occurrences observées apres la
réorganisation manuelle des lignes et des colonnes. Quatre clusters d’occurrences ont pu
étre déduits de cette matrice.

Le premier cluster (rectangle bleu en haut a gauche de la Figure 3.10) correspond prin-
cipalement a une suite de familles d’hélitrons similaires a ceux décrit dans Repbase, mais
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de fréquence relativement faible. Seules quelques combinaisons de ce cluster présentent un
nombre notable d’occurrences.

Le second cluster (en haut & droite) est composé de nouvelles paires de termini. Par
exemple, la nouvelle combinaison de I'extrémité 5" numéro 18-19 avec le terminus 3’ noté

o0,i,],m n’était pas décrite dans Repbase et présente un grand nombre d’occurrences (Figure
3.10).

v ’ i W s p b n q r d u t v e |o,ilm g a h k c
12 [s|oJloJloloJoloJlolofJo[2]o[3] 3 3|55 1]1]o0
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17 | o+ [e2 88 1 [ 4 9o ofaf[13[10[17] 2 [13[21[14[15[15] 2
2 oJlolol a7 a1 lofol 1111 1 [1[1[1[1]o]o
15 |olo|l2 ool 2[1[ofl1[1[1[4]1a]s|ele6[1]2]3
21 oJolz2z]2lof2[4fofoflo[ 1|11 3411 [1]o]o
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16 | 0|1 |2 4lo|3[3[ofo]a 88 1] 4
1 oJlol1[21]ololofofl3s[21[1[4a1] 56 [43][4a6[32][23] 79
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11 0oJoJoJloJloJlolololol1[5s {18 e [78]4l2]1]1
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F1G. 3.10 — Matrice de fréquence des occurrences de toutes les paires possibles 5’ - 3’ correspondant au
modele de la Figure 1.19. Chaque cellule est coloriée en fonction de sa fréquence. Chaque ligne représente
un terminus 5’ ou une agrégation de termini 5’ de 36 pb et chaque colonne représente une extrémité 3’

ou une agrégation d’extrémités 5. Les rectangles bleus délimitent les quatre clusters de familles.

Le troisieme cluster (en bas a gauche) est caractérisé par un tres faible nombre d’oc-
currences pour ces combinaisons de termini. Nous pouvons raisonnablement suggérer que
ces combinaisons ne sont pas favorables a la transposition ou que 'association n’est pas
récente, si on y découvre un hélitron autonome.

Enfin, le dernier cluster (en bas a droite) correspond a la majorité des occurrences
d’hélitrons présents dans le génome complet d’Arabidopsis thaliana (Figure 3.10).

Cette différence d’occurrences peut étre liée a une différence de reconnaissance des
termini par les protéines de transposition des hélitrons (RPA + hélicase). On peut sup-
poser que les protéines de transposition reconnaissent préférentiellement les termini iden-
tiques ou similaires aux termini des hélitrons dont elles étaient issues [70]. Pour vérifier
cette hypothese, nous avons recherché les hélitrons autonomes présents dans cette matrice
d’occurrences.
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3.3.3 Identification de nouvelles familles d’hélitrons autonomes
et non-autonomes

Puisque les hélitrons autonomes sont normalement requis pour la transposition des
hélitrons, autonomes et non-autonomes [70], nous avons cherché a identifier I’ensemble des
hélitrons contenant des ORF's et susceptibles d’étre autonome. Pour cela, nous avons utilisé
GENSCAN (genes.mit.edu/ GENSCAN.html) [26] afin qu’il détecte tous les ORFs putatifs
d’hélitrons et ensuite BLASTP [3] pour qu’il identifie tous ces ORFs (www.ncbi.nlm.nih.-
gov/BLAST/).

21,66 %
46,34 %
53,66 %
@ Hélitron sans ORF B Hélitron avec ORF non identifiable
O Hélitron avec ORF [l Hélitron avec ORF identifiable

F1G. 3.11 — Pourcentage d’hélitrons possédant un ORF dans leur séquence et proportion de ces ORFs
identifiés par BLASTP.

La majorité des hélitrons (807 sur 1504) ne contient pas d’'ORFs dans leur séquence
interne (Figure 3.11). Parmi les 697 séquences qui sont composées d’ORFs, 151 contiennent
des petits fragments d’ORF reconnus par GENSCAN, mais non reconnus par BLASTP.
Cette non-reconnaissance peut provenir de la taille des ORFs (inférieure a 20 AA), ou
de I’absence d’homologue dans la banque de données du NCBI. Néanmoins, 1’alignement
de ces ORFs non reconnus a montré de grands groupes d’ORFs tres différents les uns
des autres. Les séquences de chaque groupe sont tres similaires. Parmi les 546 ORF's
s’appariant avec un candidat proposé par BLASTP, une partie d’entre eux (144) le fait
avec des protéines étiquetées "inconnues” ou "hypothétiques”. Leur alignement ne montre
aucune similarité entre elles.

Il est possible que ces ORFs soient des portions de pseudogenes [75]. Par ailleurs, la
plupart des ORF's détectés sont des genes présents en un seul exemplaire dans 1’ensemble
des hélitrons. Ce résultat suggere que ce n’est pas le gene codant une protéine qui est
inséré dans un hélitron, mais plutot que les deux extrémités hélitroniques se sont insérées
séparément lors de deux événements de transposition. Ainsi, ces hélitrons ne seraient pas
des hélitrons "entiers” (composé d’une extrémité 5 et 3’), mais des hélitrons tronqués.
Néanmoins de nombreux exemples chez le mais [149, 119, 210] montrent que la transpo-
sition de ces ORFs est possible. Par exemple, nous avons trouvé le méme gene codant
pour la protéine hypothétique nommée "F1005.11” présente sur le chromosome 1 et 3
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F1G. 3.12 — Occurrences des hélitrons codant pour des ORFs de RPA-like et d’hélicase-like. Chaque

couleur donnée représente la méme séquence hélitronique avec une ou plusieurs combinaisons de termini.

d’Arabidopsis. Ce résultat nous a suggéré que les protéines de transposition ont reconnu
les deux extrémités intégrées distinctement et ont réalisé un événement de transposition
des deux extrémités et de la séquence entre ces deux termini.

Nous avons trouvé 66 séquences hélitroniques contenant des ORFs codant pour des
hélicase-like et /ou des RPA-like. Les protéines hélicase-like sont toujours associées avec les
protéines RPA-like. Nous avons aussi trouvé que, curieusement, certaines paires de termini
qui contiennent des hélicase-like et des RPA-like se retrouvent toujours associées a d’autres
extrémités par simple effet de similarité. Ainsi, U'extrémité 5" numéro 16 est similaire a
I'extrémité 5’ numéro 1 a quelques substitutions pres. L’analyseur STAN [154] a reconnu
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cette extrémité hélitronique comme les deux termini 5’ 1 et 16. Certains hélitrons semblent
contenir des RPA-like (au moins 2 ORFs) sans hélicase-like (Figure 3.12), néanmoins
ils contiennent toujours un autre ORF non identifié par BLASTP. Un alignement de
cette "protéine inconnue” avec une hélicase a montré des similarités tres dispersées mais
significatives. Il semble probable que ces protéines non identifiées soient des hélicases
qui aient subi de nombreuses mutations. Ainsi, la séquence hélitronique identifiée par les
extrémités 5’ 14 - u 3’ et située sur le chromosome 1 (position 19728423 a 19740251) n’est
pas reconnue comme une hélicase par BLASTP, mais 'alignement de la protéine prédite
avec des hélicases, consensus décrite par Kapitonov et Jurka [98], montre une similarité
presque parfaite sur une centaine d’acides aminés en 5’ (la protéine est tronquée sur la
partie centrale et la partie 3’ (800 a 1000 AA)).

Curieusement, la majorité des séquences qui contiennent des protéines RPA-like (40 sur
44 occurrences) et des protéines hélicase-like (25 sur 32 occurrences) possedent plusieurs
paires d’extrémités hélitroniques (Figure 3.13). Par exemple, I'alignement multiple avec
ClustalW [200] des différentes combinaisons, contenant les protéines de transposition de
la position 3200666 a 3210806 dans le chromosome II, a montré qu’il s’agissait d’une seule
séquence hélitronique qui possede plusieurs combinaisons de termini dans les deux sens
de 'ADN (Figure 3.13). Les multiples combinaisons de termini pour une seule séquence
d’hélitron (observées aussi pour les hélitrons non-autonomes) expliquent en partie la large
différence entre le nombre d’occurrences des extrémités et les paires d’extrémités (Figure
3.7, 3.8 et 3.10).

Unknown protein RPA-Helicase

5 —I I Il TR 2 J [ I —3

1137 5059 5314 6625 8092 8360 18500 19329 19969 20059 21047

Termini names :  [J5616  [J1s Onoitm [Jeoitm [J22 [ataciim [Jo [J14

F1G. 3.13 — Visualisation de multiples termini autour d’un géne codant une seule RPA-hélicase protéine.
La couleur rouge (bleue) montre les extrémités 5’ (3’). Les deux ORFs n’ont pas la méme orientation

(protéine inconnue : orientation + ; RPA-hélicase : orientation -).

De facon intéressante, certains hélitrons autonomes contiennent des ORFs de "pro-
téines inconnues” dans leur séquence. Néanmoins, ces ORFs sont de tres petites tailles
(inférieure a 100 AA) et n’ont donné aucun hit avec BLAST. Des ORFs supplémentaires
ont aussi été découverts dans les hélitrons autonomes de la chauve-souris [169]. Ce résultat
pourrait souligner I'importance biologique de ces petits ORFs dans la transposition des
hélitrons

Le nombre d’occurrences dans les quatre différents clusters (Figure 3.10) est corrélé
avec le nombre d’hélitrons autonomes. Plus un cluster possede d’hélitrons autonomes,
plus le cluster a d’occurrences (Figure 3.10 et 3.12). Par exemple, le premier et le dernier
cluster de la matrice d’occurrences sont les seuls clusters qui possedent un grand nombre
d’occurrences (plus de 100). Les hélitrons autonomes découverts (avec GENSCAN et
BLASTP) correspondent aux hélitrons autonomes décrits par Kapitonov et Jurka [98]. Le
troisieme cluster ne contient qu'un seul hélitron autonome, mais ce dernier est commun
avec le premier cluster. Le faible nombre d’occurrences du troisieme cluster suggere que
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la combinaison de termini de ce cluster s’est insérée dans I’hélitron autonome. L’hélitron
autonome ne semble pas ou peu reconnaitre la combinaison de ce troisieme cluster. Le
second cluster possede un seul hélitron autonome qui n’est pas partagé avec les autres
clusters (Figure 3.12).

3.3.4 Une nouvelle nomenclature des hélitrons chez Arabidopsis
thaliana

La Figure 3.10 montre qu’il y a 1369 combinaisons de termini qui peuvent représenter
1369 familles potentielles d’hélitrons dans une classification basée sur les extrémités. Ce-
pendant, les résultats précédents ont montré qu’une meme séquence hélitronique pouvait
correspondre a plusieurs combinaisons de termini insérées les unes dans les autres (Figure
3.13).

Le probleme est alors de distinguer parmi tous ces termini si certaines combinaisons
suffisent a expliquer ’ensemble des occurrences observées. Autrement dit, existe-t-il un
ensemble restreint de combinaisons de termini qui soit caractéristique de ’ensemble des
observations et qui ait pu servir de base a 'invasion du génome ?

D’un point de vue formel, il s’agit d'un probleme d’optimisation combinatoire ou 1'ob-
jectif est de minimiser le nombre de sous-ensembles (séquences couvertes par un couple
donné de termini) permettant de couvrir un ensemble O (I’ensemble des séquences d’héli-
trons). Ce probleme de couverture optimale est connu pour étre un probleme NP-difficile
et il n’existe pas d’algorithme d’approximation polynémiale pour le résoudre [38].

Le jeu d’occurrences O a d’abord été défini en relation avec des hélitrons de taille
maximale : une occurrence dans O débute avec une extrémité 5" de ’ensemble LEFT et
se finit avec une séquence 3’ de I'ensemble RIGHT et n’est pas incluse dans une autre
occurrence. Les termini présents dans chaque occurrence sont alors examinés : chaque
élément de O est associé avec ’ensemble des paires provenant de C' = LEFT x RIGHT
inclus dans cet élément. Comme il s’agit d’un probleme NP-difficile, une heuristique doit
étre adoptée pour approximer le probleme de couverture associé. L’algorithme glouton
standard [38] lit les éléments de C et, a chaque étape, par une notion de maximum local
du point de vue de la couverture, choisit une paire d’extrémités C'Max. Cette paire couvre
le plus grand nombre d’occurrences restant a chaque étape (section 2.5.2.

Nous avons cherché un compromis entre ’algorithme glouton et I’algorithme exhaustif
qui explore toutes les solutions possibles. Ici les choix de C'Maxz sont dirigés comme dans
I'algorithme glouton. Cependant, au lieu de retourner un seul choix (C'Max), on en retient
deux. Les deux alternatives que nous avons proposé a chaque étape sont :

— soit on prend C'Maz ou la meilleure couverture des occurrences restantes (que nous

nommons “double glouton”).

— soit on prend C'Max ou la meilleure couverture qui remplace C'Max (que nous

nommons “couverture CMax”).
Pour choisir le meilleur algorithme, nous les avons implémentés et testés sur deux jeux
de données : un jeu de données minimal qui correspond aux extrémités du chromosome
1 et le jeu de données contenant toutes les occurrences des hélitrons dans le génome
entier d’Arabidopsis thaliana. Nous avons lancé 10 fois les trois algorithmes sur chaque
jeu de données, et avons obtenu une valeur moyenne du temps de calcul. Le résultat de
ce comparatif se trouve dans la Figure 3.14.
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Nous avons observé que l'algorithme glouton, donne toujours le meilleur temps de
calcul, mais donne toujours une solution moins bonne que les deux autres algorithmes.
En comparant nos deux algorithmes, nous observons que ’algorithme "Couverture CMax”
trouve une meilleure solution (ou au moins aussi optimale) que les deux autres. De plus,
pour l'intégralité du génome, il obtient une meilleur solution en un meilleur temps de
calcul que I'algorithme ”"double glouton”. Nous avons donc choisi de conserver "Couverture
CMax” que nous nommerons simplement SetCover dans la suite de cette these.

Algo Cmaxou |Algo Cmax ou meilleur
Algo Glouton Autre Cmax couverture Cmax
Temps CPU (sec) 15,4 15,63 15,71 Chromosome 1
Nombre de paires 30 29 29 Arabidopsis
Temps CPU (sec) 65,15 194215 426,68 Génome Entier
Nombre de paires 70 70 69 Arabidopsis

F1G. 3.14 — Comparatif de notre algorithme SetCover avec ’algorithme glouton et ’algorithme ”double
glouton”. Nous avons comparé les trois algorithmes pour deux jeux de données : les couples d’extrémités

hélitroniques du chromosome 1 et les couples du génome entier. Pour les deux jeux, nous avons comparé

le temps CPU et le résultat de 'optimisation.

Etape
i+1
e

Etape i

Choix Cmy ﬁ]oix Calt

Choix Choix Choix Choix
Cmax Calt Cmax Calt

F1G. 3.15 — Fonctionnement de I’algorithme SetCover au cours de I’étape i. Les occurrences sont
représentées par des points, et les couples sont représentés par les couleurs sur les points. A I'étape 7, on
repere le couple qui couvre le plus d’occurrences (cercle rouge). Soit on choisit ce couple CMax soit on
choisit C4¢ : un ensemble de couples qui couvre les occurrences du couple CMax choisi précédemment

(aire rouge clair). Ensuite, on élimine les occurrences couvertes par ces couples et on passe a 1’étape ¢ + 1.

A chaque étape i (Figure 3.15), 'algorithme parcourt I’ensemble des occurrences O
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et 'ensemble des couples C' rattachés a ces occurrences pour trouver les séquences “sin-
gletons” (séquences n’ayant qu’'un seul couple d’extrémité). Puis 1'algorithme parcourt le
reste des occurrences O et des couples C', pour récupérer le couple C'Max, le couple ayant
la plus grande couverture de O. L’algorithme parcourt une nouvelle fois les occurrences
O restantes pour trouver les couples qui recouvrent la couverture de C'max. Nous pou-
vons en déduire que I'algorithme a une complexité de O(O%.C.log(O%.C')). L’algorithme
détaillé est présenté ci-dessous :

Algorithm 2 Algorithme d’optimisation de Couverture SetCover({O},{C})

Require: Objets := {O;} := Ensembles des occurrences

Require: Couvertures C := {C;} := Ensemble des couples

Require: Match(O, C}) := Sous-ensemble d’occurrences O contenant le couple C;
Require: Termini(O;, C') := Sous-ensemble de couples C contenu dans I'occurrence O;
Ensure: MinCover := SetCover({O},{C})

MinCover := @&
Couvertures; := Couvertures C
Objets; := Objets O
for i:=1 a la taille de {Objets O} do
if taille(Termini(O;, C)) = 1 (un singleton) then
MinCover := MinCover + (Termini(O;, C)
Couvertures, := Couvertures; - (Termini(O;, C')
Objets; := Objets, - O;
end if
end for
CMaz = ArgMazc,conjers, (taille(Match(Objetsy, Cj)))
Couverturess := Couvertures; - Ciroz
Objetsprar := Match(Objetsy, Craz)
Objetsy := Objetsy - Objetsyraz

Cireedy = SetCover(Objetsy, Couverturess)

Cainraz = SetCover(Objets oz, Couverturess)

Couvertures ayna: = Couvertures, - Capnrar

Objets auntaz = Objets) - Uo,uimazeCowvertures aisnran M atch(Objetsy, Caynran

Catternative := SetCover(Objets aynraz, Couvertures anaz)
if taille(C’AltMax U CAlternative) < taille(CGreedy + 1) then
return MinCover UC g;:0102 U Catternative
else
return MinCover UC)jqz U Carecdy
end if

Avant d’exécuter le programme SetCover, nous avons décidé d’éliminer toutes les com-
binaisons hélitroniques ayant moins de cinq occurrences et n’ayant aucun hélitron auto-
nome détecté pour cette combinaison. Une analyse basée sur ces paires de termini a montré
que ces couples semblent correspondre a des extrémités qui ont dégénérées en accumu-
lant des mutations. On peut supposer que les mutations de ces extrémités empéchent leur
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reconnaissance par les protéines RPA-hélicase. Les différentes occurrences présentes dans
le génome proviendraient de différents événements de transposition d’hélitrons (reconnus
par les protéines) qui auraient mutés et se seraient fixés au génome. Il est probable que
ces occurrences vont alors continuer a muter et finiront par disparaitre de la détection par
un analyseur syntaxique.

¥ a j e c f w b u n |oilm| t v q g p s h k d r
1 1(1)
12 9
16 1 2 1
9 3 1
23 10 1
2 12(4) 1 1
21 5
15 242 1 1
14 44(1) 2 - 1 1 1
5,6 13| 2
22 1 40 1 1
8 1 2
18,19 80 [ 1 1
7 27(1)
17 2 |85 [38(2)
3,10,13 1 1 15(1)
4 11| 2(1)
20 6
11

[x<10 | x=20 [ x<30 [ x=50 [x= 100 |l

F1G. 3.16 — Matrice de combinaisons de termini qui recouvre I’ensemble des séquences hélitroniques
chez Arabidopsis thaliana. Chaque cellule est colorée en fonction de sa fréquence. Chaque ligne représente

un terminus 5’ de 36 pb et chaque colonne un terminus 3’ de 36 pb comme défini dans la figure 3.3.

Notre algorithme a retourné avec ces données filtrées 44 couples de termini qui ont
recouvert l'ensemble des séquences dans le génome d’Arabidopsis thaliana (ensemble O)
(Figure 3.16). Exceptés les couples 1, et 12;, tous les autres couples sont directement
ou indirectement connectés a un hélitron autonome. La plupart des paires montrant un
grand nombre d’occurrences ont au moins une extrémité en commun avec les hélitrons
autonomes. Ces résultats sont en accord avec la nécessité pour un hélitron non-autonome
donné d’utiliser les protéines de transposition codées par un hélitron autonome qui possede
des extrémités similaires.

Nous avons proposé une nouvelle nomenclature a partir des 19 combinaisons de termini
restantes (Figure 3.17). Les regles suivantes ont été choisies pour les familles : toutes les
combinaisons qui contiennent des hélitrons autonomes sont appelées "Hélitron” suivi d'un
nombre et toutes les autres combinaisons sont appelées "AtREP” suivi d’un nombre. Si les
deux anciens noms d’extrémités [98] sont identiques et respectent la précédente condition,
I’ancien nom de la famille est conservé.

Cette nomenclature montre beaucoup de nouvelles familles d’hélitrons autonomes (Hé-
litron6, 7, 8, 9, 10 dans la Figure 3.17). Néanmoins, un alignement multiple de ces nou-
veaux éléments autonomes avec les hélitrons autonomes de Repbase n’a pas montré de
nouvelles séquences protéiques. Ces résultats montrent une dynamique et des mécanismes
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Couple Old name of 5' extremity Old name of 3' extremity New Name
1 a Helitron1 Helitron1, Y1C Helitron1
2._b Helitron2, Y2 Helitron2, Y2 Helitron2

3,10,13_h Helitron3, HelitronY 1D, HelitronY3A HelitronY1D Helitron3
4 d Helitron4 Helitron4 Helitron4
5,6_o,il,m Helitron5, AtREP1, 2, 2A, 11, 11A, 14 HelitronY1E, AtREP1, 2, 2A, 3,5, 11, 11A Helitron
7.9 HelitronY1A HelitronY1B Helitron6
4_k Helitrond HelitronY 3A Helitron7
17_s AtREP6, 7,8, 9, 13 AtREP13 Helitron8
14 _u AtREP3, 20 AtREP20 Helitron9
15_n AtREP4 AtREP4, 15 Helitron10
12_j HelitronY3 HelitronY3 AtREP1
14_o,ilm AtREP3, 20 HelitronY1E, AtREP1, 2, 2A, 3,5, 11, 11A AtREP3
17_p AtREP6,7,8,9, 13 AtREP6,7,8,9 AtREP6
18,19_¢g AtREP10, 10A, 10B, 10C, 10D AtREP10, 10A, 10B, 10C, 10D AtREP10
20 r AtREP12 AtREP12 AtREP12
5,6_t Helitron5, AtREP1, 2, 2A, 11, 11A, 14 AtREP14 AtREP14
21_n AtREP15 AtREP4, 15 AtREP15
22_v AtREP21 AtREP21 AtREP21
23_w AtREPX1 AtREPX1 AtREPX1

F1G. 3.17 — Nouvelle nomenclature des hélitrons. La premiére colonne correspond aux couples sélection-
nés par 'optimisation. Les seconde et troisieme colonnes correspondent aux anciens noms des extrémités

des hélitrons [98]. La derniére colonne est le nouveau nom que nous proposons pour la famille d’hélitron.

combinatoires des extrémités pouvant générer de nouvelles familles d’hélitrons autonomes
(voir section 3.3.5).

Nous avons voulu vérifier si les nouvelles familles chimériques, présentes dans notre
nomenclature, étaient de "véritables” familles hélitroniques, c¢’est-a-dire capable de trans-
poser. Les hélitrons s’inserent dans d’autres éléments transposables ou hélitrons [98]. 11
est donc possible de prouver in silico qu'un élément transposable est capable de trans-
poser, si I'on détecte un élément transposable ¢ inséré dans un élément répété j et que
ce dernier est présent a un autre locus sans la séquence i. L’élément j sans ¢ est ap-
pelé une "niche” vide [98]. Nous avons recherché ces niches vides pour ces nouvelles fa-
milles d’hélitrons. Nous avons récupérer les 50 nucléotides positionnés en 5 et les 50
nucléotides positionnés en 3’ pour chaque séquence hélitronique et avons concaténé ces
deux bordures. Pour chaque séquence, nous avons exécuté CENSOR sur le site Repbase
(www.girinst.org/censor/index.php) [107]. Nous avons considéré qu'un alignement créé
par CENSOR était significatif s’il mesurait plus de 75 pb et avait une similarité de sé-
quence supérieure a 75 %.

La Figure 3.18 montre un cas de site d’insertion pour chaque nouvelle famille hélitro-
niques et les niches vides correspondantes. Ce résultat confirme que les nouvelles familles
découvertes sont capables de transposer.

3.3.4.1 Relation entre les familles et les hélitrons autonomes

Si les protéines de transposition RPA-hélicase reconnaissaient un motif hélitronique
non spécifique, il n’y aurait pas de corrélation entre le nombre d’autonomes dune famille
donnée et 'amplification de cette famille. Alors que la comparaison des séquences internes
n’a donné aucune corrélation entre les hélitrons autonomes et non-autonomes [98]. Notre
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3 16235711  AAGGGTAAAR TGTTCATTAL 2 13824207  AGACTCARAA TGGTGATAAA

[EARRRRAR NI e HIRNIRRER HEIE]

ARNCLDY1 — AGGGGTAAAA TGGTCATTAR ATHILAGRE  GGACTCARAL CGATGATGAA
113 114 48 49

3 13852087 TGTTTTTGAA TATTTTGCAT 5 12750200 GTTTCTGTT—— TAGAATTTAR

[RERRARRRYI [ARRERRRRNI e 1= [ARRARRRRN]

THALIANA CHRZ TGTTTTTGARL TATTTTGCAT ATREEFPX1 GTTTCGGTTCTTTCGGTTA TAGAATTTAR
14227500 14227501 3B0 3480

2 3727383 AGGTTTTGAL TTAAGCTAAG 5 14160064 ATATARATTA TAATGTGCA

RRRRRAIN T LY T

ATHILAAR TTRE  AGGTTTTGAL TTAAGCTAAG ATREP4 GTATARATTA TAATGTGCA
1066 1067 2155 2156

Z 2117375  TCAGTATATA TTATTTCTT 1 8577197 TTTATTATAA TTTA-GARACT

[IRARRRRNY [ARRRNRNR e =—: LEE=rrer =

THALIANA CHRZ  TAAGTATATA TTATTTCTT ATCOPIASALTR TTAATTA——G TTTAAGARAAC
2121242 2121243 295 296

F1G. 3.18 — Comparaison de séquences flanquantes des nouvelles familles hélitroniques et de niches
vides. La nom des niches est indiqué en bleu. Les noms des familles hélitroniques sont colorés en vert. La
position de la séquence flanquante est indiquée avant la séquence ; le numéro de chromosome est indiqué

en rouge.

analyse basée sur les termini a mis en évidence des relations significatives entre certains
hélitrons autonomes et non-autonomes qui pouvaient étre classés dans la méme famille
(Figure 3.17).

De plus, la corrélation observée entre la présence d’autonomes et I'amplification des
non-autonomes possédant les mémes extrémités suggere fortement que les protéines RPA-
hélicase reconnaissent préférentiellement les termini d’hélitrons qui sont similaires a ceux
de l'autonome. Cependant, un certain nombre de familles, telle que la nouvelle famille
AtREP3, est exclusivement constituée d’éléments non-autonomes. Mais a l'exception de
la famille AtREPX1, toutes ces familles ont au moins une extrémité (5" ou 3’) en commun
avec une famille autonome. Par exemple, la famille AtREP3 (combinaison 5 14_o,i,l,m
3’) partage l'extrémité 3’ avec la nouvelle famille autonome Hélitron5 (5’ 5,6_0,i,1,m 3’).

De précédentes études sur le transposon bactérien IS91, qui utilise aussi le méca-
nisme de réplication rolling-circle et qui possede un ORF de type hélicase [16, 47], ont
montré que seule 'extrémité contenant la tige-boucle subterminale est nécessaire et suffi-
sante pour sa transposition [145]. Si le méme mécanisme fonctionne aussi dans le génome
d’Arabidopsis thaliana, la présence d’extrémités 3’ communes peut expliquer 'amplifica-
tion d’hélitrons non-autonomes telles que les familles AtREP3, AtREP10 et AtREP15
(Figure 3.17) par des hélitrons autonomes d’autres familles. L’amplification de ces fa-
milles d’hélitrons non-autonomes, sans autonome associé, peut aussi avoir été effectuée
par des hélitrons autonomes ancestraux qui ne peuvent plus étre détectés par l'identifica-
tion d’ORF et ’analyse des séquences dans le génome actuel. L’absence de ces hélitrons
autonomes peut aussi simplement étre la conséquence de leur dégradation au cours de
I’évolution
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3.3.5 Caractérisation des hélitrons chimériques

Beaucoup d’occurrences d’hélitrons tronqués contenant une seule extrémité ont été
observés dans le génome d’Arabidopsis thaliana (Figure 3.7 et 3.8), suggérant ainsi qu'ils
sont le résultat d’une transposition incomplete. D’un autre coté, il y a aussi un nombre
significatif d’hélitrons présentant des combinaisons de termini de deux ou de plusieurs
familles distinctes pour une séquence unique (Figure 3.10 et 3.12). Finalement, le modele
de séquence hélitronique est bordé par une seule extrémité 5’ et une seule extrémité 3’
(Figure 3.3). Il est donc extrémement difficile de proposer une classification homogene des
hélitrons prenant en compte a la fois la variabilité de la séquence interne et la dynamique
des termini 5’ et 3’. Néanmoins, cette structure combinatoire d’hélitrons peut corres-
pondre a d'importantes propriétés biologiques. Ainsi, I'insertion d’hélitrons tronqués dans
le voisinage d’autres hélitrons (entiers, tronqués ou chimériques) peut étre une source de
variabilité structurale, attribuée au fonctionnement des protéines de transposition. Si la
transposition des hélitrons opere bien par reconnaissance des extrémités terminales, il est
naturel d’observer ce phénomene d’extrémité hélitronique tronquée avec une extrémité
d’un hélitron entier ou d'un autre hélitron tronqué [145, 119] (Figure 3.19). Les résul-
tats des Figures 3.10 et 3.12 suggerent que l'utilisation de telles combinaisons de termini
lors de la transposition est possible, bien que certaines combinaisons soient transposées
préférentiellement (Figure 3.10).

1) o= ]

2) -3 I |
RPA
Helicage

3) = -3 i I |

RPA
Helicase

Extrémité 5' LI | AtREPx [
Extrémité 3' AtREPYy [ Génome Hote [

Fia. 3.19 — Hypotheése de mécanisme moléculaire de la création d’hélitron chimérique (adapté de
Feschotte et al. [70] et Gutierrez et al [77]). (1) : Un hélitron entier (couleur rouge) est situé & proximité de
plusieurs hélitrons tronqués. Les protéines de transposition [98, 70, 77] reconnaissent 'une des extrémités
3’ d’un hélitron tronqué AtREPy. (2) : Les protéines coupent le terminus 3’ de I’hélitron tronqué et se
déplacent ensuite vers une extrémité 5’. (3) : Les protéines RPA-hélicase reconnaissent l'extrémité 5 de

I’hélitron complet ATREPx. La séquence est coupée et ’hélitron chimérique est transposé.

Les hélitrons tronqués peuvent étre un important mécanisme de modularité de la sé-
quence interne des hélitrons et/ou de la création de chimeres (Figure 3.19). De plus,
comme le montre la Figure 3.19 et comme observé chez le mais [149], cette variabilité et
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ces combinaisons de séquences peuvent récupérer des fragments d’ADN génomique qui
seront mobilisés avec la transposition de I'hélitron. Par exemple 'TORF "LARKLPVTQ-
KEYSKTQTLI” non identifié par BLASTP est présent dans de nombreux hélitrons et
aussi présent a la position 18749092 a 18749149 du chromosome 1 ol nous n’avons pas
détecté de séquences hélitroniques.

Résumé

La modélisation syntaxique de I'hélitron basé seulement sur la nature des termini a
donc permis l'identification et la classification de tous les hélitrons présents chez Arabi-
dopsis thaliana. Cette identification a aussi permis la découverte de nouvelles familles,
principalement par recombinaison de termini. L’identification exhaustive des hélitrons a
montré que la majorité des séquences hélitroniques est composée par de multiples combi-
naisons de termini, suggérant qu'une seule séquence hélitronique pouvait étre déplacée par
plusieurs protéines de transposition différentes. Les résultats précédents ont enfin permis
de comprendre la relation entre les hélitrons autonomes et non-autonomes de ce génome
(Figure 1.24).
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3.4 DomainOrganizer : identification de la modula-
rité des éléments transposables

Au début de la these, nous avions réalisé un alignement multiple de I'ensemble des
copies de la famille AtREP3 (Figure 3.20). Cet alignement a montré que la diversité des
hélitrons n’était pas seulement due a des mutations ponctuelles, mais était surtout due a
des mutations par blocs de séquences.

AtREP3-122
AtREP3-86
AtREP3-90
AtREP3-14
AtREP3-67
AtREP3-60
AtREP3-27
AtREP3-116
AtREP3-121
AtREP3-74
AtREP3-139
AtREP3-15
AtREP3-24
AtREP3-93
AtREP3-88
AtREP3-64
AtREP3-49
AtREP3-89
AtREP3-114
AtREP3-102
AtREP3-36
AtREP3-54
AtREP3-101
AtREP3-39
AtREP3-118
AtREP3-104
AtREP3-59
AtREP3-110
AtREP3-1

F1G. 3.20 — Zone d’un alignement réalisé par ClustalW [200] de la famille AtREP3. Les nucléotides
sont colorés par ClustalW.

Cette présence de structure en blocs des hélitrons n’est pas un cas isolé, beaucoup
d’études d’éléments transposables évoquent une structure en blocs, modules ou domaines
[126, 202]. Par exemple, les éléments LINEs et SINEs sont décrits comme des rétroélé-
ments composés d'un domaine A et B [49]. Hormis pour quelques familles qui dérivent
d’ARN¢t [109], I'insertion/délétion des blocs observée dans I’alignement multiple brouille
toutes les études évolutives basées sur la phylogénie. Ainsi, aucune étude ne caracté-
rise exhaustivement 1’évolution des éléments transposables non-autonomes par substitu-
tions/insertions/délétions.

Nous avons voulu savoir si les blocs de domaines découverts dans I'alignement multiple
étaient dus a des phénomenes aléatoires ou a des phénomenes biologiques. Nous avons alors
étudié et caractérisé manuellement 1’ensemble des blocs présents dans la famille AtREP3
(Figure 3.21). Cette étude a permis de montrer que les séquences internes des copies de
la famille AtREP3 n’étaient pas un assemblage aléatoire de séquences nucléiques. Une
premiere analyse manuelle de ces domaines présents dans la séquence interne des AtREP3
nous a permis d’expliquer globalement I’histoire évolutive de ces hélitrons. Néanmoins,
la caractérisation manuelle de ces domaines était par essence fastidieuse et difficilement
reproductible sur d’autres familles. Nous avons donc travaillé sur une méthode automatisée
de caractérisation et de visualisation de ces domaines internes dans n’importe quelle famille
d’éléments transposables.

Il existe des méthodes qui détectent des fragments conservés dans les séquences géno-
miques telles que MAUVE [43] ou REPUTER [116]. Ces méthodes sont plutot adaptées a
I’étude de grandes segmentations de nucléotides, et ne sont pas prévues pour une analyse
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détaillée de blocs d’ADN contenant beaucoup d’erreurs. A l'exception de MOSAIC [6],
aucun outil n’était adapté a une détection fine de 'architecture des séquences répétées.
Malheureusement, 1'utilisation de MOSAIC ne convient pas a la recherche des blocs dans
la séquence interne des hélitrons, car il ne détecte pas les répétitions de domaines internes
et ne segmente pas les séquences en domaines mais permet seulement une identification
des domaines homologues.
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F1G. 3.21 — Visualisation de I’organisation en domaines des éléments AtREP3. Chaque domaine répété
possede une texture unique. Les insertions de séquence uniques sont représentés par une simple ligne. Les
différentes couleurs des noms des AtREP3 correspondent a une classification manuelle des AtREP3 en

sous-groupes.

Pour étudier cette dynamique par blocs des séquences internes des hélitrons, nous
avons proposé une méthode et avons créé un outil nommé DomainOrganizer [196] qui a
donc été concu pour détecter 'organisation en domaines des éléments répétés.

3.4.1 Présentation générale de la méthode de détection des do-
maines nucléiques

Par analogie avec les protéines [185], nous appelons "domaine nucléique” un fragment
d’ADN répété dans plusieurs séquences. Les domaines nucléiques peuvent avoir des fonc-
tions codantes (e.g. les exons), mais aussi des fonctions structurales telles que les TIR
palindromiques des éléments transposables de classe II.
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DomainOrganizer représente une famille d’éléments répétés comme une combinaison de
domaines nucléiques. Pour obtenir ces combinaisons, la méthode associe des algorithmes
existants et des algorithmes originaux (Figure 3.22). D’abord, I’ensemble des séquences est
aligné avec ClustalW [200] ou Dialign [150]. Un algorithme original (DomainDetection)
(Figure 3.22) détecte I'ensemble des frontieres possibles entre domaines dans ’alignement.
HMMER [59] produit une caractérisation, de chaque domaine potentiel, basée sur des
profils HMM (Hidden Markov Model). Un nouvel algorithme original (DomainOptimizer)
extrait le sous-ensemble de domaines produisant un recouvrement optimal des séquences.
CHAVL [128] classe ensuite les séquences par rapport a la présence/absence des domaines
et finalement un outil original (DomainRender) crée un graphe de toutes les séquences
segmentées en domaines avec leur arbre de classification (Figure 3.22).

liste de séquences Séquences alignées

Alignement Multiple

P
(ClustalW / Dialign)

Segmentation ; :
¢t Détection (DomainDetector)
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F1G. 3.22 — Principales étapes de détection et de visualisation des domaines présents dans un ensemble
de séquences répétées. Les programmes utilisés sont indiqués entre parentheses. Apres l'alignement des
séquences, DomainDetector trouve tous les domaines potentiels. HMMbuild et HMMcalibrate [59] créent
les profils HMM de chaque domaine et Hmmsearch localise ces domaines dans toutes les séquences. Do-
mainOptimizer extrait le minimum de domaines couvrant toutes les séquences. Cette détection crée une
matrice de présence/absence de domaines, que CHAVL [128] utilise pour classer les séquences. Enfin, Do-

mainRender crée 'image de la famille d’éléments incluant la classification et la localisation des domaines.

La question de la segmentation des grandes séquences d’ADN est étudiée depuis que
les séquences génomiques sont devenues disponibles. Il y a un intérét particulier pour la
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détection d’isochores, d’ilots CpG, de signaux d’origine ou de terminaison de la réplication
ou encore dans la détection des régions codantes/non codantes [131]. Toutes ces méthodes
basées sur l'analyse informatique de sous-séquences utilisent des statistiques. Les deux
principales méthodes sont 'estimation de parametres caractéristiques de chaque segment
et la segmentation par HMM. La méthode d’estimation utilise des matrices de poids, ou
chaque matrice correspond a un état différent de la séquence : par exemple, les séquences
codantes et les introns [131]. Elle parcourt la séquence qui est vérifiée a chaque position
avec les différentes matrices. La similarité entre une matrice de poids et une position
donnée permet de connaitre 1'état de la séquence a cette position [179]. La segmentation
marque les blocs avec les meilleurs modeles le long de la séquence. La segmentation binaire
récursive trouve la meilleure coupe d’'une séquence en deux sous-séquences avec le calcul
de deux indices, I'un pour mesurer le choix de la coupe (divergence de Jensen-Shannon)
et 'autre pour stopper la récursivité [9, 17, 131, 157].

Toutes ces études ont cherché une décomposition "brute” des séquences, basée sur leur
contenu statistique. Néanmoins, il est possible de considérer le probleme de segmentation
a un niveau plus fin ou les segments sont caractérisés par un ensemble de mots (sous-
séquences) qui représente un langage. L’analyse de l'architecture des domaines d’une
séquence peut étre énoncée comme un probleme d’optimisation. Gionis et Mannila ont
appelé "probleme (k, h) — segmentation”, le probleme qui consiste a trouver la meilleure
segmentation d'une séquence de longueur n en k segments, chaque segment appartenant a
un ensemble de sources h avec h < k [73]. Ce probleme est NP-complet dans des conditions
assez larges.

Nous proposons un probleme de segmentation légerement différent, fondé sur ’hypo-
these que les sources (les transposons) sont des séquences qui ont été copiées et qui ont
divergées dans le génome. En effet, les copies d’'une famille d’éléments transposables ont
un ancétre commun et leurs différences proviennent des mutations subies apres leur copie.
A partir d’une famille de copies de transposons S, nous avons recherché ’ensemble mini-
mum de sous-séquences D = {Di} (les domaines) tel que S puisse étre exprimé comme
une concaténation d’éléments de D. Ce minimum représente a la fois le nombre minimal
de domaines D différents pour ’ensemble des séquences mais aussi le nombre minimal de
domaines utilisé par séquence. Par exemple, soit une séquence S; composée par ATTTGA
et une séquence Sy composée par AATGA. Le minimum de sous-séquences qui peut re-
présenter S; et Sy est D1 = A, Dy = T et D3 = TGA. Nous pouvons représenter les
deux séquences par : S; = D1.Dy.Dy.D3 et Sy = D;1.D;.D3. Les trois nucléotides A, G
et T ne sont pas choisis comme sous-séquences minimales, car si leur nombre global de
domaines est identique, le nombre de domaines par séquence est supérieur. Puisque la
segmentation prend en compte 'ordre de la séquence et les autres copies de la séquence
en parallele, nous nous attendons a une division plus fine que celle obtenue par I'analyse
d’une séquence unique.

Nous limitons la taille inférieure des domaines a m = MinSizeDomain qui est la
taille minimale et suffisante pour caractériser de fagon non ambigué chaque domaine.
Plus précisément, chaque domaine est caractérisé par un mot w de taille supérieure a m.
Chaque occurrence du domaine contient un mot qui peut différer de w par au maximum
MazErrors erreurs. Une erreur est une substitution, une délétion ou une insertion a
une position donnée dans un alignement multiple. Il est possible qu’aucune occurrence ne
corresponde exactement a w. Par exemple, soit deux séquences S; = GGAATGACCTGA
et So = GGATTAACCTGA, MinSizeDomain = 5 et MaxErrors = 1, la sous-séquence
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AATGA contenue dans S; et ATTAA contenue dans S, sont deux occurrences du méme
domaine w = ATTGA avec une erreur de substitution (Figure 3.23).

Fenétre glissante

"Conzenus it
= ATTGA

52 GERTTAACCTGA Way = ATTAA

Alignement M

31 cdpaTercoTean <w51=mm

F1G. 3.23 — Exemple de domaine w dans des séquences S; et Sy. Le cadre bleu représente la fenétre
d’alignement de taille MinSizeDomain = 5. Les lettres en rouge représentent ’alignement M contenu

dans cette fenétre.

Notre algorithme est d’abord basé sur I’alignement multiple des séquences et sur la
détection d’extrema locaux par une fonction d’hétérogénéité. Cette fonction est construite
sur deux indices : NboEmpty(M) et NbDif f(M). Elle mesure si, a une position donnée
dans un alignement M, le nombre de domaines contenu dans la fenétre glissante change.

Soit L la longueur de 'alignement multiple des séquences, cette longueur est généra-
lement plus grande que la plus grande des séquences qui compose 'alignement. L’algo-
rithme lit une portion de I'alignement de taille MinSizeDomain le long d’une fenétre
glissante sur les séquences alignées. Cette fenétre lit toutes les séquences de la position ¢
a i + MinSizeDomain tel que 1 < i < L — MinSizeDomain (Figure 3.23). Nous avons
appelé alignement M la portion de l'alignement lue par le programme. NbEmpty(M)
est défini comme le nombre de séquences dans M représenté par un gap (le nombre de
séquences avec MinSize Domain ”-” caracteres dans M).

NbDif f(M) est défini comme le nombre maximum de positions qui differe du consen-
sus(M) observé pour les mots en M. Par exemple, pour la figure 3.23, NbDif f(M) vaut
1:iln’y a qu’une erreur de substitution entre les mots lus par la fenétre glissante et le mot
consensus w obtenu a partir de M. En général, les variations observées correspondent a des
mutations ponctuelles et il est possible qu’il n’existe qu’'un seul domaine dans I'alignement
M si le nombre de positions conservées est assez élevé pour toutes les séquences (moins
de MaxErrors).

consensus(M) est la notion standard d’un mot consensus excluant les gaps : la i
lettre du mot consensus(M) sera la lettre la plus fréquente dans la liste des lettres (moins
la lettre ”-”) a la position i dans M. Par exemple, soient quatre séquences alignées, la
fenétre lit 'alignement M : S; = ATTGA, So = ATT—A, S3 = AATGAet Sy = ATTAA.
A la quatrieme position de M, 'algorithme lit deux G (S et S5), un A (Sy) et un ”-”. La
quatrieme lettre du consensus sera la lettre G. De cette fagon, de faux domaines sont évités
et chaque domaine est caractérisé par un mot au moins de la taille de m. Un alignement
multiple avec un cott faible d’insertion et d’extension de gap favorise la création de gaps
quand les séquences ne sont pas similaires. Cette création limite le nombre de séquences

eme
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divergentes a I'intérieur de m et favorise la création d’un unique consensus(M) dans M.
On doit noter que NbDiff et MaxErrors sont liés a la taille de m et que, pour un
alignement M ou au moins 'une des séquences n’est composée que de "7, NbD:if f vaut
m.

La fonction hétérogénéité est un codage dans la base m 4 1 des deux indices, avec une
priorité accordée sur I'indice NbEmpty. Pour un alignement M de la longueur m, nous
obtenons :

Heterogeneity(M) = (m + 1) - NoEmpty(M) + NbDif f(M)

Légende :

[ 1Hétérogénéité
—— NbEmpty

-= NbDiff

— MaxErrors
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seq A TTCCAGGCCCTICTACCGGGA
seqg B TTCCAAAAACCICTACCGGGA

sed @ TTCcCcAAAAACC————— GGGA
Nombre de 1)\1/ 2 )\l/ 1)\1/ I )\L
domaines
T GGCCCT ERTE GGGA
TPRCC CTACC GGGA
AAAACC }
TTCEA AAAACC GGGA

F1G. 3.24 — Exemple de détection de domaines. MinSizeDomain vaut 4 et MazErrors vaut 2. Une
fenétre glissante de taille MinSizeDomain parcourt l'alignement calculant & chaque étape NbDif f et
NbEmpty. NbDif f vaut 0 a la position 1. Le nombre d’erreurs augmente jusqu’a un extremum local de
4 erreurs & la position 6. Le domaine détecté correspond a la position 1 & 5 (=6-1). La fenétre repart a la
position 9 (=5+4). La fenétre glisse jusqu’a la position 12. Une séquence gap apparait & cette position.
Une nouvelle frontiere est détectée avec deux domaines s’étendant de la position 6 a 11. A la position
14, NoEmpty vaut 0 et NbDif f vaut 2 et le nombre d’erreurs diminue jusqu’a la position 17. A cette
position, NbDif f et NbEmpty valent 0, c’est un extremum. Le segment détecté va de la position 12 a

16. Le dernier segment de 17 a 20 est le dernier domaine.

Finalement, pour un ensemble donné de séquences, ’algorithme détecte les frontieres
des domaines comme les extrema locaux de la fonction d’hétérogénéité, c’est-a-dire quand
NbEmpty change, ou quand NbDif f atteint MaxErrors entre deux frontieres. La fi-
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gure 3.24 montre un exemple de détection de domaines et du calcul de la fonction "hé-
térogénéité” dans un alignement multiple. La fonction d’hétérogénéité est utilisée dans
I’algorithme DomainDetector suivant :

Algorithm 3 Algorithme de DomainDetector
Require: Alignement, MinSizeDomain et MaxErrors
SeqDomaines = &
début := 0
for i := 1 a la Longueur_des_Séquences - MinSizeDomain do
Calcule(hétérogénéité(Alignement[i : i+MinSizeDomain)))
if la valeur hétérogénéité a atteint un extremum local et NbEmpty a changé
ou le signe |[NbDiff-Maxerrors| a changé depuis le précédent extremum then
SeqDomains := SeqDomains U ([début, i+-MinSizeDomain]
ClasserSéquences(Alignement|début : i+MinSizeDomain|, MaxErrors))
début := i + MinSizeDomain
end if
end for
return SeqDomains

ClasserSéquences(M, MaxErrors) =

if M = & then
return <
else

return (S’ = u € M / distance(u, consensus(M)) < MaxErrors) U ClasserSé-

quences(M S’, MaxErrors)
end if

Apres la détection des frontieres dans ’alignement multiple, I’algorithme dispose d’une
liste de domaines qui recouvrent l’ensemble des séquences S. Néanmoins, I'alignement
multiple ne détecte pas les sous-séquences répétées a l'intérieur d’'une méme séquence et
DomainDetector considere ces sous-séquences comme des domaines distincts. Par exemple,
si un domaine est présent en deux copies dans la séquence A et en une seule copie dans
la séquence B, alors 'alignement multiple n’alignera qu’un seul domaine de la séquence
A avec la séquence B et DomainDetector considérera la deuxieme copie du domaine dans
la séquence A comme un nouveau domaine. De plus, chez les éléments transposables non-
autonomes, il y a un fort remaniement de séquences internes entrainant des inversions
de sous-séquences ou l'insertion de séquences complémentaires inverses [89]. Dans ce cas
aussi, DomainDetector considere le domaine inversé ou complémentaire inverse comme un
nouveau domaine.

Pour pallier ce probleme, nous recherchons ensuite la séquence inverse et complémen-
taire inverse de chaque séquence. Chaque domaine "normal”, sa séquence inversée et sa
séquence complémentaire inversée sont transformés en profil HMM. Le profil HMM est
créé par HMMbuilt (composant de HMMER) a partir de I'alignement multiple de toutes
les occurrences d'un domaine [59]. Ensuite le profil est recherché dans toutes les séquences.
Cette recherche a permis de retrouver les domaines répétés, inversés ou complémentaires
inversés a l'intérieur d’'une méme séquence. Si deux domaines distincts (non inversés et
non complémentaires-inversés) s’apparient avec HMMSearch & des positions identiques,
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toutes les occurrences des deux domaines sont alignées et 1’algorithme conserve la séquence
consensus des occurrences des deux domaines. Si un domaine inversé ou complémentaires-
inversé fusionne avec un autre domaine sur le brin sens, ils sont alors considérés comme
identiques.

Meéme si I'étape des HMM a éliminé des domaines redondants, il reste encore plus de
domaines que nécessaire pour recouvrir I’ensemble des séquences. Une étape d’optimisa-
tion de recouvrement des domaines est réalisé (Figure 3.22). Cette étape vise a réduire au
minimum la distance entre les domaines successifs d'une séquence et réduire au minimum
le nombre global de domaines utilisés dans ’ensemble des séquences. Cette minimisation
d’un ensemble d’occurrences de domaines, sur un ensemble de séquences, est un probleme
clairement NP-complet.

L’ensemble des occurrences des domaines de D dans une séquence S; de S forme un
graphe orienté G, appelé graphe de couverture, si I’on décide de relier deux occurrences
lorsqu’elles peuvent se suivre dans une segmentation valide (Figure 3.25). A ce graphe, on
ajoute un sommet initial et un sommet terminal virtuels s; et ¢; et les arcs s; — d (d — ;)
pour tout domaine d pouvant débuter (terminer) une segmentation. (G; est un graphe
acyclique et tout chemin de s; a t; représente une segmentation valide pour la séquence
S1. Les arcs de Gy sont pondérés : soit un arc ¢ — j de Gy, nous notons (d;, f;) et (d;, f;)
les positions de début et de fin des occurrences i et j. Le poids de 1 — j est cﬁj = |d; — fi
(Figure 3.25). Tous les sommets ne sont pas reliés a tous les autres sommets : pour relier
deux sommets, il faut que le poids (ou distance) soit inférieur a la taille minimale d'un
domaine (cﬁj < MinSizeDomain). De plus, nous avons pondéré chaque sommet par la
taille du domaine.
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F1G. 3.25 — Exemple de graphe de couverture pour une séquence S;. s et t sont les sommets virtuels qui
commencent et finissent une segmentation. Le poids des arcs représente la distance, en valeur absolue,

entre le début du sommet de 'arc entrant et la fin du sommet de ’arc sortant.

Le probleme est de représenter le plus completement possible les séquences de S a
I’aide d’occurrences de domaines, tout en utilisant un minimum de domaines différents.
Nous cherchons un chemin de s; a ¢; dans chaque graphe GG; en minimisant la somme des
poids obtenus pour I’ensemble des séquences. De plus, si un domaine £ est utilisé dans une
séquence 17, le poids du domaine sera nul si ce domaine £ est réutilisé dans une séquence

yE
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Une approche simple de type glouton a été choisie. Cette approche considere qu’a
I’étape i les résultats des étapes 1 a i-1 ne sont pas remis en cause. Cette approche pro-
cede séquentiellement sur la liste des séquences, propageant a chaque étape les domaines
choisis. Pour chaque séquence, I’approche regarde le cotit minimum de la fonction suivante :

Y Oceurrences DistancesInterOccurrences + Y . Taillesdesdomaines

Puisque le choix des domaines fait dans la premiere séquence est crucial pour le choix
des domaines des autres séquences, une autre étape de minimisation est réalisée : chacune
des séquences est choisie comme "premiere séquence” et le recouvrement de domaines qui
possede le cout total le plus faible est conservé.

Apres I'optimisation du recouvrement des séquences par les domaines, une classifica-
tion finale des séquences est réalisée avec CHAVL (Figure 3.22). CHAVL [Lerman 1993]
est un logiciel soutenant une méthode de classification hiérarchique de données appelée la
méthode AVL (Algorithme de Vraisemblance du Lien) [127]. La classification est réalisée
sur une table d’incidence de données dont les entrées sont des nombres entiers positifs

(présence ou nombre d’occurrences d'un domaine dans une séquence) ou 0 (absence d'un
domaine) (Figure 3.22).
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F1G. 3.26 — Exemple de visualisation et de classification de séquences synthétiques avec DomainRender.
Les séquences ont été classées en fonction de la présence/absence des domaines et leur classification est

représentée par 'arbre a gauche des séquences. Chaque texture correspond a un domaine distinct.

Un nouvel outil, DomainRender, a été développé en collaboration avec Mathieu Giraud,
pour visualiser I'ensemble classifié de séquences avec leurs domaines (Figure 3.22 et 3.26).
Les domaines sont affichés dans 'ordre gauche droite. Le programme est écrit en Python
(www.python.org/) et emploie une version modifiée d’une bibliotheque de dessin créée
par Baart et de Wit (www2.sfk.nl/svg/). DomainRender a deux fonctions originales : il
peut importer la structure arborescente (représentation polonaise de I'arbre) de CHAVL
[128] pour classer les séquences et peut afficher cet arbre a coté de la vue des domaines
(Figure 3.26). Les fichiers de sorties de DomainRender sont dans le format de SVG (Scalar
Vector Graphics) (www.w3.org/Graphics/SVG/), qui est un langage XML (xmlfr.org/).
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Le fichier d’entrée de DomainRender est de la forme (un espace doit étre présent a la fin
de chaque ligne) :

>Nom_séquence Longueur_séquence
domain_A Position_début-Position-fin domain_B
Position_début-Position-fin ...

L’outil entier est utilisable via la plate-forme bioinformatique de la OUEST-genopole
(www.irisa.fr/symbiose/DomainOrganizer).

3.4.2 Avantages et inconvénients de DomainOrganizer

La principale limite de la méthode est la nécessité d’un alignement multiple, effectué
par ClustalW ou DIALIGN, ou le gap formé par ’alignement multiple n’est pas toujours
optimal. Quelques séquences, qui ne possedent pas de domaines insérés mais ont une si-
militude avec une partie des domaines insérés, sont ainsi dédoublées en un certain nombre
de fragments de domaines. Cette similitude est le résultat d’'un nombre restreint de po-
sitions mal appariées dans I’alignement. Dans ce cas, DomainDetector tend a réduire les
domaines en fragments.

Le réglage des parametres de DomainOrganizer doit également étre réalisé avec soin.
Bien que seulement deux parametres soient utilisés, il est clair qu’ils influencent le nombre
et la taille de domaines détectés. Si la taille des domaines minimale est trop petite, le
nombre de domaines peut étre simplement trop grand pour donner une abstraction inté-
ressante des séquences. Au contraire, si la taille des domaines est trop grande, le nombre
de domaines peut étre trop limité pour formuler une interprétation biologique appropriée.
Une voie intéressante de recherche serait d’ajuster la valeur de ce parametre au compor-
tement global de la distribution des domaines. L’autre parametre important est le seuil
d’erreur. Par défaut, ce seuil d’erreur est fixé a 25 % de la taille minimale d’un domaine,
mais quelques familles d’ADN répétées peuvent exiger un seuil différent.

Néanmoins, 1’étape d’optimisation permet d’augmenter la robustesse des résultats
vis-a-vis de la variation des parametres de taille et de pourcentage d’erreurs des do-
maines. Nous avons fait varier ces deux parametres sur des données artificielles et la
famille AtREP21. Les visualisations des domaines pour les données artificielles ont mon-
tré la méme organisation de domaines pour des tailles minimales de domaines qui va-
riaient de 10 & 20 nucléotides et un pourcentage d’erreurs variant de 10 a 25 %. Pour
la famille AtREP21, nous avons fait varier le parametre de taille de 20 a 35 nucléo-
tides et le parametre d’erreurs de 15 a 35 %. A D'exception des tests avec le parametre
MinSizeDomain = 35, les différentes copies des AtREP21 sont réparties dans les mémes
sous-groupes créés par CHAVL. La différence de répartition des séquences avec une taille
minimale de domaine a 35 est due a la disparition de domaines distincts observés dans les
autres jeux de tests. La comparaison de la visualisation des autres tests montre de 1égeres
variations dans l'organisation en domaines des séquences. Ces variations observées sont
majoritairement des différences dans les bordures de domaines ou des fusions de domaines.

L’unique algorithme comparable est MOSAIC [6], qui emploie également un alignement
de ClustalW et le calcul de I'index pr pour la segmentation des séquences. Notre méthode
de segmentation difféere par au moins trois points principaux :

— notre méthode utilise deux parametres, tandis que MOSAIC en utilise quatre (fré-

quence, seuil de distance, MinSize des domaines et fréquence relative).
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— MOSAIC ne produit pas une vraie segmentation des séquences mais plutot une iden-
tification des parties homogenes de 'alignement. En revanche, notre approche inclut
une étape d’identification et une étape d’optimisation qui mene a une description
de chaque séquence par les domaines.

— MOSAIC ne recherche pas des domaines répétés puisqu’il n’essaie aucune caracté-
risation des segments.

Un autre avantage de DomainOrganizer est sa grande modularité. La plupart des
outils utilisés peuvent étre échangés si nécessaire. La caractérisation des domaines peut
étre fournie par exemple par des algorithmes combinatoires de découverte de motifs tels
que PRATT [90], SMILE ou RISOTTO [136]. Cependant, la découverte explicite de motifs
demeure d’avantage adaptée a la découverte des motifs dans les séquences protéiques. Les
HMDMs se sont avérés efficaces sur la question de la segmentation de ’ADN [161], mais ont
été employés plutot dans le but de modéliser des séquences entieres, ce qui limite dans la
pratique la complexité des modeles. Ainsi, HMMER a été appliqué en combinaison avec
RepeatMasker pour l'identification globale des ETs [92], ce qui a mené a des problemes
combinatoires et n’a pas permis de retrouvé I’architecture fine en domaines de chaque ET.
L’analyse phylogénétique peut remplacer notre méthode de classification. Cependant, les
méthodes emploient souvent tous les nucléotides plutot que des domaines, et I'index dans
notre méthode offre une discrimination plus fine des séquences. Par exemple, dans le cas
d’une table de données T', croisant un ensemble d’individus et un ensemble d’attributs
binaires, considérons la matrice S associant a chaque paire x,y d’individus le nombre de
s(x,y) des attributs communs a x et a y. Si la phylogénie parfaite peut étre dérivée de T,
alors la matrice S est ultramétrique et peut étre regardée par 'intermédiaire d’un arbre
ultramétrique de classification. Les méthodes de parcimonie travaillent sur des états de
transformation d’une séquence ordonnée de caracteres dans le but de réduire au minimum
le nombre de transformations. Avec ce processus, I'index de similarité pris en considération
est s(x,y). Cet index est considéré dans CHAVL [128] comme un index brut qui produit
un index statistiquement normalisé par rapport a sa distribution empirique sur des paires
d’individus. De cette facon, les effets non significatifs sont neutralisés. En outre, la version
finale de I'index utilisé pour I'agrégation se rapporte a une échelle probabiliste, c¢’est-a-dire
a la probabilité d’observer la valeur de I'index précédent. De facon générale, cette méthode
prouve qu'une famille de séquences d’ADN répétés peut étre décrite et classifiée a un
niveau macroscopique par des domaines. CHAVL, qui emploie la matrice de distribution
des domaines pour classifier les séquences, semble donc plus appropriée pour cette méthode
d’analyse.

Résumé

Une étude préliminaire des hélitrons non-autonomes avait montré que ces éléments
n’avaient pas une séquence interne aléatoire mais une séquence interne organisée en do-
maines nucléaires. Nous avons créé un logiciel nommé DomainOrganizer qui permet la
visualisation et la classification des séquences en fonction de leur composition en do-
maines. Ce logiciel est composé de plusieurs algorithmes originaux dont DomainDetector,
DomainOptimizer et DomainRender. DomainDetector segmente un alignement multiple
en domaines. DomainOptimizer minimise le nombre de domaines nécessaires pour couvrir
I’ensemble des séquences. Enfin, DomainRender lit 'arbre de classification et la posi-
tion des domaines, puis crée le fichier SVG de visualisation des séquences organisées en
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domaines. Néanmoins, la segmentation dépend des valeurs des parametres passés en ar-
guments et ses valeurs sont variables d’une famille a I'autre. De plus, le découpage des
séquences en segments dépend initialement de I'alignement multiple qui n’est pas toujours
performant pour des séquences hautement divergentes. Une amélioration majeure de Do-
mainOrganizer serait de s’affranchir de ’alignement multiple et d’utiliser une méthode de
découpage optimale et non dépendante de la taille des domaines.
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3.5 Mise en évidence de 'organisation en domaines
de la famille d’hélitron AtREP21

3.5.1 Test de DomainOrganizer sur une famille de MITE

L’outil DomainOrganizer [196] a d’abord été testé sur des séquences artificielles répé-
tées et sur des éléments transposables non-autonomes tels que le MITE Emigrant (Figure
3.27).
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F1G. 3.27 — Test de DomainOrganizer sur 'organisation en domaines de la famille Emigrant [69].
L’image obtenue par DomainRender a été tournée horizontalement. Nous observons que les extrémités 3’
des deux sous-groupes d’Emigrants, qui possedent la méme séquence (25 pb), sont représentées comme
des domaines distincts. Cette différence est due a I’alignement multiple. Les deux sous-groupes n’ont pas

été alignés sur ces extrémités et DomainDetector les a considéré comme deux domaines différents.

Les séquences de cette famille ont été récupérées avec STAN [154]. Les séquences des
TIRs et les TSD ont été récupérés dans 'article de Feschotte et Mouches [69]. Comme les
hélitrons non-autonomes, les MITESs ont une séquence interne tres variable et sont recopiés
grace a la reconnaissance de leurs extrémités. Nous avons donc utilisé le méme modele
que le modele utilisé pour la recherche des hélitrons : une extrémité 5’ (TIR + TSD), une
séquence quelconque de taille bornée et une extrémité 3’ (TIR + TSD). Les TIRs et TSD
ont été recherchés avec une erreur de substitution et séparés par une séquence quelconque
de 0 a 1000 pb.

La Figure 3.27 montre la composition en domaines de la famille Emigrant chez Arabi-
dopsis thaliana. A Vexception de 'Emigrant numéro 13, les copies Emigrants sont divisées
en deux sous-groupes. Les deux sous-groupes sont tres distincts en composition de do-
maines, mais les copies présentes dans chaque sous-groupe sont similaires en composition
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de domaines. A partir de ce résultat, nous avons pu suggérer deux hypotheses distinctes :
soit les copies Emigrants ont été créées a partir du méme transposon autonome, mais a
partir de deux événements différents de transposition; soit elles ont été créées apres la
copie d’un premier Emigrant, cette copie a subi de nombreuses mutations pour donner
une nouvelle composition en domaines internes. Nous pensons que la deuxieme hypothese
est peu vraisemblable, car elle sous-entend que la copie de 'Emigrant a été entierement
mutée et qu’elle a conservé sa taille d’origine (Figure 3.27). Les différents travaux sur les
MITEs tendent, au contraire, a prouver que les éléments transposables non-autonomes
mutent par délétions de leur séquence interne [39, 89].

Si la premiere hypothese est exacte, les séquences MITEs, définies comme appartenant
a la famille Emigrant, devraient étre considérées comme deux familles distinctes. La pre-
miere famille est composée des Emigrants 2, 5-8, 10-11, 17, 19, 20, 22, 25, 27, 29-30, 32,
34, 36, 38, 41-42, 44, 46, 48-49, 51, 59, 61-62, 64, 66. La deuxieme famille est composée
des Emigrants 1, 3-4, 9, 12-16, 18, 21, 23-24, 26, 28, 31, 33, 35, 37, 39-40, 43, 45, 47, 50-51,
53, 55, 57, 60, 68.

3.5.2 Détection des domaines de la famille AtREP21

Nous avons ensuite testé notre méthode sur une famille d’hélitrons non-autonomes
pour essayer de comprendre le mécanisme de variabilité de ces éléments et essayer de
retracer ’histoire évolutive de cette famille.

Une étude préliminaire de la famille non-autonome AtREP3 a permis de découvrir
la présence de deux nouvelles familles d’hélitrons insérées dans les séquences internes de
deux copies d’AtREP3 : AtREP20 et AtREP21 (Figure 3.5). Nous avons choisi d’étudier
la famille AtREP21 pour comprendre la création et 'organisation de la séquence interne
des hélitrons non-autonomes. Nous avons réutilisé le modele syntaxique de détection des
hélitrons avec la famille AtREP21 et obtenu ce modele :

TCCCTTTATTATTAAAAGGGAAGTACAAATTGAAAT: 9
-x(100,2500) -
CCGATTGTCCGCGGTAAACCGCGGGTTAAAACCTAG:9

Cette famille a 48 séquences AtREP21 dans le génome d’Arabidopsis thaliana et ces
séquences mesurent de 315 a 1012 nucléotides. Nous avons commencé par détecter et
visualiser I’ensemble des domaines présents dans les séquences de la famille AtREP21.
Cette visualisation a permis d’identifier des groupes d’AtREP21 et de comprendre certains
mécanismes biologiques de variabilité de ces séquences répétées. Puis, nous avons identifié
les domaines internes pour retracer ’histoire évolutive de cette famille.

3.5.3 Organisation en domaines de la famille AtREP21

Les parametres d’alignement de ClustalW étaient de 25 pour 'ouverture du gap et
de 0.01 pour I'extension du gap. La taille choisie pour MinSizeDomain était de 26 pb
avec une valeur de MaxErrors égale a 25 %. L’alignement multiple est répertorié dans
I'annexe 5.2 Le seuil d’acceptation de la E-value pour fusionner les domaines a été de 107°.
DomainDetector (Figure 3.28) a détecté 37 frontieres. Il y avait 121 domaines présents
avant 1’étape d’optimisation des domaines et 60 domaines apres cette optimisation. Les
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F1G. 3.28 — Organisation en domaines de la famille d’hélitron AtREP21 [196]. Chaque domaine est

identifié par une texture unique attribuée par DomainRender.
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Comme les autres AtREPs [98], la famille AtREP21 montre une grande variation dans
ses séquences internes (Figure 3.22). Ces variations de séquences résultent principalement
d’insertions/délétions de domaines. La visualisation créée par DomainRender (Figure 3.22)
montre que les AtREP21 sont divisés principalement en sept groupes de séquences.

Le premier groupe (couleur bleue Figure 3.28) est composé des AtREP21 1, 6, 9, 14-18,
26, 31-32, 35, 38-39, 42, 44-47. Ce groupe est principalement composé d’une combinaison
des domaines 9, 42, 44, 55-i (inversé), 52, 56-57 et 59. Ce groupe est l’ensemble des
séquences les plus conservées d’AtREP21. Les séquences ont la méme combinaison de
domaines et une taille similaire comprise entre 400 et 450 pb (Figure 3.28). Nous avons
comparé ensuite les autres groupes a ce premier groupe en termes de domaines.

Le deuxiéme groupe (couleur rouge) contient les AtREP21 3, 7, 10, 21-23, 36-37 et 43. 11
est principalement caractérisé par la délétion du domaine 9 et/ou la délétion/substitution
ponctuelle d'un domaine présent dans le groupe 1. L’AtREP21 43 contient une large
insertion du domaine 36.

Le troisieme ensemble (couleur verte) est composé des AtREP21 13, 20, 28-30, 33 et
48. 1l est caractérisé par la substitution (par rapport au premier groupe) des domaines 57
et 59 par le domaine 47 et par 'insertion du domaine 35 ou du domaine 55.

Le quatrieme groupe (couleur violette, Figure 3.28) est composé des AtREP21 5, 12,
19, 25 et 34. 11 est identifié grace a la large substitution du domaine 9 par les domaines 11,
23-25, 51, 52-ci (complémentaire-inversé) et 55. A I'exception des AtREP21 5 et 19 qui
contiennent l'insertion supplémentaire du domaine 29, ce groupe est aussi tres similaire,
avec la méme combinaison de domaines pour ses copies d’AtREP21.

Le cinquieme groupe (couleur rouge) est défini par les AtREP21 2, 4, 11 et 40, et par-
tage avec les précédents groupes seulement les domaines 42, 44 (les domaines spécifiques
des AtREP21) et 52. A T'exception de '’AtREP21 2 qui comprend le domaine supplémen-
taire noté 1, le groupe est défini par les domaines 5-6, 8, 19, 25, 28-29, 42, 44, 47, 51,
51-52-ci, 56, 58-ci et H8-i.

Le sixieme groupe est composé des AtREP21 24 et 41. Ce petit groupe est composé
des domaines 4, 7-11, 13-15, 17-18, 20-21, 25, 29, 33, 37, 39, 42, 44, 49-i, 52-ci, 56-i et
59-ci.

Quatneme Group
7 4

Troisieme Groupe

I3 5 5
[ e ) =
aasi < ZHIES = R AR
Cinquibme Groupo I < S = 5 %
== [

vadl BE =l
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F1G. 3.29 — Comparaison entre le premier sous-groupe d’AtREP21 et les autres sous-groupes. A chaque

comparaison est indiquée les domaines insérés, délétés ou substitués.
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Le dernier groupe est composé des AtREP21 8 et 27. Ce groupe contient en plus des
domaines 42 et 44, les domaines 3, 6, 16, 22, 27, 31-32, 38, 40, 45, 46-ci, 48-50, 53-i, 54-ci,
9595-1, 99-ci et 60-i.

Notre méthode DomainOrganizer [196] a révélé la complexité et la variation des do-
maines internes entre les différentes copies de la famille AtREP21 (Figure 3.29), que des
méthodes standard telles que BLAST ou PILER ne peuvent observer.

3.5.4 Domaines internes et structures secondaires

Nous avons voulu savoir si les domaines détectés dans la famille AtREP21 étaient
des "vrais” domaines ou bien étaient des artefacts créés par notre logiciel. S’il s’agit de
domaines "vrais”, il est probable qu’ils aient un role biologique pour I’élément AtREP21.
Ces hélitrons sont non-autonomes et la recherche d’ORF dans cette famille a déja été
réalisée sans succes dans la section 3.3.3. Nous avons alors recherché un role structu-
rel de ces domaines pour la famille AtREP21. Nous avons utilisé le logiciel MFold 3.2
(www.bioinfo.rpi.edu/applications/mfold/) [213] pour connaitre la structure secondaire
de tous les AtREP21 (Figure 3.30), puis de tous les domaines (Figure 3.30).

Nous avons observé que la plupart des domaines, créés par DomainOrganizer, ne
possedent pas de structure secondaire bien définie par MFold, a l'intérieur d’une co-
pie I’AtREP21. Par exemple, la structure secondaire du domaine 9 varie d’une copie
d’AtREP21 a une autre. Il est donc tres difficile d’attribuer un role structurel particulier
a un domaine donné. Néanmoins, la comparaison de deux hélitrons, ayant une organisation
en domaines similaires, a montré que la délétion, I'insertion ou la substitution d’un (ou
plusieurs) domaine(s) modifie la structure secondaire des hélitrons. Par exemple, I'inser-
tion du domaine 35 dans 'AtREP21 29 modifie significativement la structure secondaire
de la séquence interne par rapport a la structure secondaire de I’AtREP21 45 (Figure
3.30). Nous pouvons donc supposer que la variation de la séquence interne des hélitrons
est due a la modification de la structure secondaire des hélitrons.

Nous avons aussi observé la structure secondaire de chaque domaine isolé des AtREP-
21. Chaque occurrence d'un domaine donné est alignée avec ClustalW [200], et cet ali-
gnement est utilisé pour créer le profil HMM de chaque domaine. Le profil est ensuite
converti en une séquence consensus qui est utilisée avec MFold 3.2.

La plupart des domaines n’ont pas de structure secondaire bien définie telle que des
hairpins ou des palindromes. Seules les insertions de grands domaines et quelques do-
maines, tels que les domaines 16 et 24, présentent des structures secondaires stables. Les
structures stables des grandes insertions semblent montrer que ces domaines sont des élé-
ments transposables, méme si leur identification n’a pas toujours été possible. Le manque
de structure a plusieurs causes possibles : le domaine est un artefact, les bordures du
domaine sont fausses et/ou le domaine ne forme une structure qu’avec un autre domaine.
Il est possible que les parametres choisis pour la segmentation des domaines créent des
subdivisions artificielles de domaines. Nous observons alors des parties de domaines qui
n’ont aucune structure secondaire cohérente. Lors d’une grande insertion ou délétion de
séquence, un alignement multiple aura des difficultés a délimiter cette séquence. Ainsi,
DomainOrganizer, qui lit 'alignement, choisit la mauvaise limite du domaine. Enfin, un
domaine détecté peut étre la séquence palindromique d’un autre domaine et ils forment
ensemble une structure en tige-boucle (Figure 3.30). Ainsi, la recherche de structures se-
condaires de I'un de ces deux domaines palindromiques, sans I’autre domaine, ne montre



106 Résultats et Discussions

L} B0 100 160 200 250 300 [} 50 100 150 200 250 300 350

=-72.18 AIREPZ21-45
CIEASNN s & ¢ s
] 50 100 150 i) 250 300 350 ADD

Fi1c. 3.30 — Exemple de structures secondaires associées & la segmentation en domaines. Dans cet
exemple nous comparons "AtREP21 21 avec TAtREP21 22 et TAtREP21 29 avec 'AtREP21 45. Nous
avons mis la texture des domaines trouvé avec DomainOrganizer sur les structures secondaires. La valeur

donnée par AG représente la stabilité de la séquence & conserver cette structure.

pas de structure.

Le domaine 42 (extrémité 3’ des AtREP21) possede normalement I’hairpin caractéris-
tique des hélitrons (Figure 3.30 et 3.31). Curieusement, le domaine 44 (extrémité 5°), qui
d’apres la littérature ne présente aucune caractéristique connue [98], montre avec MFold
une structure secondaire stable. Malheureusement, aucune fonction n’a été trouvée et
cette structure secondaire n’a pas été retrouvée dans les toutes autres familles d’hélitrons.
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F1G. 3.31 — Structure secondaire associée & quatres domaines. Les domaines présentés sont les domaines
42 et 44, caractéristiques des extrémités AtREP21, et les domaines 16 et 49. Les nucléotides colorés en vert
représente les nucléotides caractéristiques des hélitrons [98]. Le domaine 16 est un exemple de domaine
ayant une structure secondaire bien définie (une tige-boucle). Le domaine 49 ne présente aucune structure

secondaire. Les traits rouges représentent les liaisons CG et les traits bleus représentent les liaisons AT.

Il serait intéressant de vérifier I'importance de cette structure, par exemple, en mesurant
in vivo le taux de transposition de cette famille en fonction de la dégradation de cette
structure secondaire.

3.5.5 Identification des domaines internes d’AtREP21

A T'exception de quelques domaines tels que le domaine 1 qui semble étre un domaine
inséré (Figure 3.28) et qui présente des extrémités hélitroniques (domaine identifié comme
étant un hélitron3), la visualisation des domaines n’explique pas la nature et/ou les mé-
canismes biologiques de variation des domaines internes.

Pour connaitre la nature des domaines de la famille AtREP21 et comprendre I’évo-
lution de cette famille, nous avons compté les occurrences de chaque domaine et leurs
proportions a l'intérieur/extérieur de la famille AtREP21. Ensuite, nous avons observé
leurs répartitions dans le génome de chaque domaine ou groupe de domaines. Enfin, nous
avons cherché dans leurs séquences des motifs caractéristiques permettant leur identifica-
tion.

3.5.5.1 Distribution des domaines internes dans Arabidopsis thaliana

Le nombre d’occurrences de chaque domaine est un bon indicateur de la nature bio-
logique du domaine. Par exemple, si un domaine est présent en plusieurs centaines de
copies et qu’AtREP21 est présent en 48 copies, cela montre que le domaine a son propre
mécanisme d’invasion du génome (éléments transposables ou mini/microsatellites).

Pour chaque domaine interne, a partir de toutes ses positions dans les copies d’At-
REP21, les séquences sont récupérées et un profil HMM est créé par HMMER [59]. Deux
approches différentes sont alors utilisées pour rechercher ce domaine. Dans la premiere,
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le profil est directement recherché dans le génome par I'outil HMMsearch [59]. Nous ne
conservons que les matches ayant une E-Value inférieure & 107*. Dans la deuxiéme ap-
proche, le profil est transformé en séquence consensus qui est recherchée par STAN [154].
Dans ce cas, si le domaine mesure moins de 40 nucléotides, il est directement utilisé dans
STAN avec 25 % d’erreurs de substitutions, sinon les 20 premiers et les 20 derniers nu-
cléotides sont conservés avec 25 % d’erreurs et un gap flexible est inséré entre ces deux
extrémités. La taille de ce gap est calculée grace a la taille mesurée des différentes copies
de ce domaine.

Nous avons choisi de conserver ces deux méthodes car une étude préliminaire, sur
plusieurs domaines internes, a montré que ces deux méthodes sont complémentaires. Elles
permettent d’éliminer les faux positifs (occurrences présentes mais ne correspondant pas a
un domaine) obtenus par chacune des méthodes. STAN détecte bien les grands domaines.
Les plus petits domaines ne sont pas assez restrictifs a 1’échelle du génome et STAN
détecte alors des fausses occurrences pour ces domaines. HMMER détecte mal dans le
génome d’Arabidopsis thaliana les domaines ayant une faible complexité de séquence (par
exemple des domaines uniquement composés par les nucléotides A et T).

1000

720
879

100

TR e s R st a e v e inee] G672
1221

48

FOP0 R0 0R0E0RRERRRRIRRRIRRIRRRIINY 24

18 [ATiaTiaiiatiaiiaiiaiaaidatiaied 21

—NITWO~O0

10

=
228

F1G. 3.32 — Nombre d’occurrences de chaque domaine interne d’AtREP21 présent dans le génome
d’ Arabidopsis thaliana. Les textures obtenues avec DomainRender pour la famille AtREP21 sont reportées
pour chaque domaine. Le seuil de 48 copies est indiqué en rouge, il délimite les domaines qui sont plus
nombreux que les copies d’AtREP21 dans le génome.

Nous avons alors comparé les positions respectives de chaque occurrence. Nous n’avons
conservé que les occurrences ayant les mémes positions (ou chevauchantes) pour les deux
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méthodes (Figure 3.32). Curieusement, certains domaines ont des valeurs d’occurrences
inférieures aux valeurs observées par DomainRender. Par exemple, le domaine 10 a sept
occurrences dans la Figure 3.28 et alors que nous n’avons retrouvé que trois occurrences
par ’association de ces deux méthodes. Cette différence de valeur est due a I’élimination
de faux négatifs (vraies occurrences qui ne sont pas détectées). Néanmoins, toutes les
occurrences trouvées sont de vrais occurrences de domaines.

Curieusement, pour certains domaines, cette méthode a aussi compté plus d’occur-
rences dans les 48 copies d’AtREP21 que d’occurrences que 1’on peut compter en observant
la Figure 3.28. Par exemple, le domaine 19 n’est présent que trois fois sur la Figure 3.28,
mais est compté sept fois par notre méthode. Cette différence s’explique, car la Figure 3.28
ne représente que le résultat de 'optimisation des domaines sur les copies d’AtREP21 et
non toutes les occurrences de chaque domaine : ainsi les quatre occurrences manquantes
du domaine 19 sont des occurrences qui n’ont pas été sélectionnées par 'optimisation de
DomainOptimizer.

Les fréquences d’occurrences des domaines sont tres variables : le domaine 11 a seule-
ment deux occurrences alors que le domaine 45 a 672 occurrences. Le nombre d’AtREP21
présents dans le génome d’Arabidopsis thaliana (48 occurrences) est trés inférieur au
nombre d’occurrences de beaucoup de domaines (Figure 3.32). Ces hautes valeurs laissent
supposer que la plupart des domaines présents dans AtREP21 ne sont pas spécifiques
de cette famille, mais ont été capturés [15] ou insérés puis copiés avec les séquences
d’AtREP21.

3.5.5.2 Répartition des domaines internes dans les AtREP21, les hélitrons et
le reste du génome

Cette hypothese a pu étre vérifiée en comptabilisant le nombre d’occurrences présentes
a l'intérieur des AtREP21 ou dans les autres hélitrons par rapport au nombre d’occur-
rences présentes ailleurs dans le génome. Chaque position de domaine est comparée avec
les positions des AtREP21, des chimeres d’AtREP21 et des autres hélitrons. Si 'occur-
rence est comprise entre les positions de début et de fin des AtREP21, d'une chimere ou
d’un hélitron, cette occurrence est considérée comme appartenant a cet hélitron. Sinon
nous avons considéré que cette occurrence était isolée des hélitrons.

La plupart des domaines ont une grande partie de leurs occurrences a l'extérieur des
AtREP21 et des hélitrons : 42 domaines (60 au total) ont plus de la moitié de leurs occur-
rences a l'extérieur de tous les hélitrons connus et 23 domaines, parmi ces 42 domaines,
ont plus de 90 % de ces occurrences en dehors des hélitrons (Figure 3.33). A I'exception
du domaine 56 qui a 43 % de ses occurrences liées aux hélitrons, tous les domaines qui ont
plus de 100 occurrences dans le génome entier d’Arabidopsis thaliana sont des domaines
tres faiblement associés aux hélitrons (moins de 20 % d’occurrences dans les AtREP21 et
les hélitrons).

Ces résultats montrent une forte corrélation négative entre la fréquence d’apparition
des domaines et leur spécificité par rapport a AtREP21 : plus les domaines sont liés aux
AtREP21, moins leur occurrence est grande. Par exemple, le domaine 48 a 879 occurrences,
dont moins de 8 % présentes dans les hélitrons (AtREP21 inclus), et le domaine 11 a 2
occurrences dont 100 % sont contenues dans les AtREP21 (Figure 3.32 et 3.33).

A DPexception des domaines 24, 43, 56 et 60-i, tous les domaines sont peu présents dans
les hélitrons autres qu’AtREP21 et ses chimeres (pourcentage inférieur a 25 %) (Figure
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F1G. 3.33 — Pourcentage d’occurrences présentes dans les AtREP21, les hélitrons et le reste du génome.
Le graphe du haut empile trois pourcentages d’occurrences des domaines internes d’AtREP21. Les barres
vertes représentent le pourcentage d’occurrences de chaque domaine présent dans les AtREP21 ou dans
des chimeres d’AtREP21. Les barres rouges montrent le pourcentage d’occurrences présent dans les autres
familles d’hélitrons. Les derniéres barres (en bleu) représentent le pourcentage d’occurrences en dehors
des hélitrons chez Arabidopsis thaliana. Les courbes du graphe du bas montrent les occurrences de chaque
catégorie de domaines avec les mémes couleurs : vert pour les AtREP21, rouge pour les hélitrons et bleu

pour le reste du génome.

3.33). Le domaine 43 est uniquement présent dans 'AtREP21 10, mais il est largement
présent dans les autres familles d’hélitrons (Figure 3.33). L’alignement de sa séquence
avec la séquence du domaine 42 (domaine 3’ caractéristique des AtREP21) a montré qu’il
s’agit de la méme séquence ayant subi certaines mutations. Comme les extrémités 3’ des
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différentes familles d’hélitrons sont similaires, il est normal de retrouver ce domaine 43
muté dans les autres hélitrons. Le domaine 56 est riche en A+T, et I’étude de ses positions
dans le génome montre qu’il présente les caractéristiques d’un minisatellite. Inukai et al.
ont démontré l'insertion de minisatellite dans les hélitrons du riz [86]. Les minisatellites
utilisent les éléments transposables non-autonomes comme vecteurs pour leur réplication
[85] ce qui explique sa relative proportion dans les autres hélitrons (Figure 3.33).

Ce résultat semble montrer que les séquences internes des copies d’AtREP21 se sont
tres peu (ou pas du tout) échangées avec les séquences internes des autres hélitrons. Nous
pouvons alors supposer quun hélitron autonome (ou non-autonome) a créé 'AtREP21,
puisque cet élément a subi des mutations a I'intérieur de ses copies, mais sans intervention
d’une autre famille d’hélitrons.

Seuls deux domaines sont uniquement présents dans les AtREP21 : les domaines 11 et
38. Cinq autres domaines sont présents a plus de 90 % dans les AtREP21 : les domaines
41, 52, 55-i, 57 et 59 (Figure 3.33). Les domaines 55-i, 57 et 59 sont des domaines présents
dans trois des cinq groupes d’AtREP21 et sont toujours accompagnés du domaine 44, le
domaine de l'extrémité 5 d’AtREP21. De plus, les domaines 41 et 52 sont positionnés
juste avant le domaine caractéristique du domaine 3" de I'hélitron. De plus, le domaine 41
contient deux des sept nucléotides qui constituent la séquence palindromique de I’hairpin
subterminale d’AtREP21. Le domaine 41 avec le domaine 44 sont aussi présents dans
trois groupes (Figure 3.28). Le domaine 38 est associé a Uextrémité 3’ des AtREP21 8 et
27. Contrairement aux domaines précédents, le domaine 11 est au centre de la séquence
interne des AtREP21. Néanmoins, I'analyse de sa séquence primaire a montré une grande
similarité avec les extrémités 5 hélitroniques. Le paragraphe 3.3.5 a montré que des héli-
trons peuvent étre composés de plusieurs extrémités 5’ ou 3’. Nous avons supposé que le
domaine 11 était une extrémité hélitronique qui s’était insérée dans un AtREP21. Cette
extrémité n’ayant plus de role fonctionnel, elle aurait dégénéré au cours du temps.

Ces résultats montrent que la famille AtREP21 possede une séquence consensus d’une
centaine de nucléotides pour chacune de ses extrémités. La conservation des séquences
subterminales a aussi été observée chez les MITEs (transposons non-autonomes de classe
IT) d’Arabidopsis thaliana [133]. Cette conservation des séquences subterminales indique
que les processus de création des MITEs et hélitrons non-autonomes (ETs de classe 1I)
pourraient présenter des similarités.

3.5.5.3 Nature biologique des domaines internes

Le comptage des occurrences, I’étude de leurs répartitions dans les hélitrons et 1’étude
de leur séquence ont permis d’identifier la nature de quelques domaines. Néanmoins, cette
approche n’a pas permis d’identifier la plupart des domaines internes d’AtREP21, en par-
ticulier les domaines qui ont un fort pourcentage d’occurrences a 'extérieur des hélitrons
(Figure 3.33). Une nouvelle étude des positions de chaque domaine interne d’AtREP21 a
été réalisée. Les positions d'un domaine donné ont été comparées aux positions des autres
domaines dans tout le génome. Deux méthodes complémentaires ont été utilisées pour
comparer les positions des domaines a 'extérieur des AtREP21. La premiere méthode a
compté les occurrences d’un domaine proches d’une autre occurrence de ce méme domaine.
La deuxieme méthode a compté le nombre d’occurrences d’'un domaine proche d'un autre
domaine. Pour les deux méthodes, nous avons décidé qu'un domaine était "proche” d’un
autre domaine si la distance entre les deux domaines était inférieure a 50 pb.
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La premiere méthode permet d’identifier les différents micro/minisatellites. Un (mi-
cro/mini)satellite est une séquence répétée en tandem [21] : si 'on trouve plusieurs oc-
currences proches les unes des autres, on peut supposer qu’il s’agit d'un satellite. Cette
approche nous a permis de caractériser les domaines 5, 6, 22, 30, 35, 41, 45, 48 et 58-i
comme des minisatellites (Figure 3.34, 3.36 et 3.37). Par exemple, le domaine 35 est un
domaine minisatellite dont les occurrences sont principalement liées a la famille AtREP21
(Figure 3.33). Ce résultat est analogue aux observations faites dans le génome du riz [85],
les occurrences de ce minisatellite, en dehors de I'hélitron basho, seraient éliminées par le
génome et conservées a l'intérieur des AtREP21.

La deuxieme méthode permet de connaitre "I'indépendance” des domaines internes. Si
un domaine possede son propre mode de réplication, beaucoup d’occurrences isolées seront
retrouvées. Si un domaine n’a pas de systeme de réplication autonome et fait partie d’une
entité biologique plus grande composée de plusieurs domaines internes, ce domaine sera
toujours associé avec d’autres domaines. On a comparé la position d’une occurrence d'un
domaine interne avec toutes les occurrences de tous les autres domaines.

20 eso w0 RED 10800 2085 20 zivse 2ra00 aro AT2SN a0 BVTED 20D BE286 B0 AYSS0  Suaon sioo  BaDED  GITO  EDISD GAd0K  GIM0 3300

Chromaosome 1 ()<> :"() )(} ()() i [
Chromosome 2 f)() = ()f) ()f) ()()
Domaines liés
~ y i T | «

Chremesome 3 - i ; | \ - 3y . ) i
Chomesorme 4 §+——wm—+ G——t | : HH
Chromosome 5 | ](} ] (,‘|() - (J() (}(} .

03780 83800 OISO G300 W00 BeI150  0A200 o2 25TRO0 257850 25F000 2STOSO 258000 256080 258100 X200 MUES0 XM M0NMSD MM T MINTS0 IR0 ISTES0  39R00
Shpmesomedt ) 5 = )
Chromosome 2 ()() - (4 (J() ()() - .

Daomaines & proximité d'AtREP21 Domaines lies
Chromosome 3 } \ ()J / \ : ()) { ()) C)()
Chromosome 4 g} i ()J o ()) ()) } C)( P | '

Minisatellites

Chromesome 5. (G Himt— :

850 236900 286050 257000 7S7DS) ZBTI0N IETISD 26700 ZGTYSD (36TO0 73S0 DG7A00 267450 2ATSO0 2AISSO ZATAO0 ZATESD ZGTTOG Z6ISO PAPMOD Z67SD Z97000 3S7950 26A0CC ZABOS0 286100 CZAGISD J6E20 298250

i ] ] ]
Chromosome 1 + 1 T

Chromosome 2

~
Domaines isolés

//E

i / i 1

Chromosome 3 i .!‘ Il 1

Chromosome 4 ; = ‘_|| ! I ==

Minisatellites
Chvamosome s H—p—H—H—H—H—H-H-H-HHHHH -

F1G. 3.34 — Exemples d’appariement de domaines & 'extérieur des AtREP21. Une texture particuliere
a été attribuée a la séquence AtREP21. Les autres textures correspondent aux domaines. L’affichage des

domaines internes avant les séquences d’AtREP21 garantit de ne montrer que les domaines externes a
AtREP21.

Les domaines 2, 8, 11, 25, 34, 38, 41, 52, 55-i, 57 et 59 sont toujours associés avec
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un autre domaine interne d’AtREP21. Les domaines 1, 16, 17, 20, 33, 35, 42, 44, 47,
51 et 55 ont plus de 50 % de leurs occurrences liées & un domaine interne d’AtREP21.
Par exemple, le domaine 41 est toujours associé avec le domaine 58. La figure 3.34 montre
plusieurs exemples de domaines internes associés dans le génome d’ Arabidopsis thaliana. 11
est intéressant de remarquer qu’a I’exception des domaines 47 et 55-i, aucun autre domaine
interne n’est lié de fagon majoritaire avec l'une des extrémités hélitroniques (domaines 42
et 44 dans la Figure 3.28, 3.36 et 3.37).

Ces résultats ont montré que la plupart de ces domaines font partie d’une entité
biologique plus grande telle qu'un ET. Il est possible qu'un élément transposable (ou
un minisatellite) se soit inséré dans une copie d’AtREP21, puisque cette entité a été
recopiée avec I'hélitron (Figure 3.35). Au cours du temps, les copies insérées de 'ET (ou
du minisatellites) ont divergé. Cette divergence est observée par DomainOrganizer quand
il compare deux séquences. Un exemple hypothétique de I'insertion puis de la divergence
d’une entité biologique est montré dans la Figure 3.35.
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3) ::>Domaines observés par DomainOrganizer
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F1G. 3.35 — Exemple hypothétique de création de différents domaines internes dans les hélitrons &
partir d’une seule entité biologique insérée. (1) : Un ET s’insére dans une copie d’AtREP21. La copie
se multiplie avec 'ET inséré. (2) : La séquence interne d’AtREP21 diverge. (3) : La divergence apparait
avec la comparaison des séquences par DomainOrganizer [196]. L’analyse des domaines internes issus de

I'ET montre qu’ils sont associés a I'extérieur de I’hélitron, car ils sont issus de cet ET.

D’autres domaines ne présentent aucune association avec d’autres domaines internes
dans le génome d’Arabidopsis thaliana. Ainsi, le domaine 58-i est un domaine autonome
(possédant son propre mécanisme de copie) qui s’est inséré dans un AtREP21 et qui
profite de la transposition de ’AtREP21 pour se multiplier. Le domaine 58-1 présente des
caractéristiques de minisatellite. Le domaine 9, qui semble avoir été capturé ou résulté de
la mutation d’un autre domaine, ne semble pas posséder de méthode de réplication autre
que la transposition de 'AtREP21. Les autres occurrences de ce domaine peuvent étre
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liées & un hélitron tronqué et/ou a un hélitron qui a trop dégénéré pour étre identifié.

La figure 3.36 et 3.37 regroupe tous les domaines internes et les informations tirées de
ces méthodes. Beaucoup de domaines n’ont pas d’identification par manque de structure
et par manque de mode de réplication remarquable. Ces domaines observés par Domai-
nOrganizer peuvent étre des artefacts dus a la divergence de la partie de séquence interne
des AtREP21. Néanmoins, ces domaines ont permis alors d’observer les "points chauds”
(séquence plus soumise a la mutation qu'une séquence normale) de mutations de ces élé-
ments transposables.

Beaucoup de domaines identifiés sont des minisatellites. Ce résultat a déja été observé
dans les hélitrons du riz [86]. Les minisatellites s'inserent ou sont capturés par les éléments
transposables qui leurs permettent ensuite d’envahir les génomes. D’autres domaines iden-
tifiés possedent des structures remarquables telles que les extrémités des hélitrons. Ces
identifications ont confirmé la présence de multiples combinaisons de termini dans une
méme séquence d’hélitron (e.g. section 3.3.3) et ont montré que DomainOrganizer repére
les domaines remarquables d’une séquence biologique.

3.5.6 Histoire évolutive de la famille AtREP21

A partir des résultats précédents et d'une étude phylogénétique de la famille AtREP21,
nous proposons de retracer les grands événements de I'histoire évolutive de la famille
AtREP21.

La phylogénie a été réalisée a partir de ’alignement des séquences obtenu par Domain-
Organizer et de la méthode du neighbour-joining [177] (Figure 3.38). Nous avons remarqué
une bonne correspondance des groupes d’AtREP21 obtenus avec DomainOrganizer et le
regroupement des séquences réalisé par la phylogénie. A 'exception des séquences du
groupe 2 mélangées avec les séquences du groupe 1, toutes les autres séquences des autres
groupes sont rassemblées dans la phylogénie (Figure 3.38).

L’arbre phylogénétique, tracé par la méthode du neighbour-joining, [177], est en accord
avec la classification de DomainOrganizer a I'intérieur d’'un méme groupe d’AtREP21. Par
contre, I’arbre phylogénétique montre une classification totalement différente de celle de
DomainOrganizer pour retracer I'histoire évolutive entre les groupes entiers d’AtREP21.
Les larges insertions/délétions de domaines internes dans les séquences hélitroniques peu-
vent fausser la pertinence d’une phylogénie classique.

Les résultats recueillis sur les domaines ont confirmé l'inexactitude de ’arbre phylo-
génétique. Par exemple, la phylogénie montre que le groupe 7, composé des AtREP21 8
et 27 (Figure 3.38), a évolué a partir du groupe 6 et du groupe 5. L’étude des domaines
internes montre au contraire que le groupe composé des AtREP21 8 et 27 ne serait pas
issu de ces autres groupes mais serait un groupe ancestral des AtREP21.

Un indice tend a confirmer cette hypothese : la proportion des domaines internes
de ce groupe dans les autres hélitrons. Les domaines 3, 6, 31, 40, 45, 48-50 et H4-ci de
ce groupe sont présents dans d’autres hélitrons, alors que la plupart des autres domaines
d’AtREP21 ne sont pas présents dans les autres hélitrons (Figure 3.33). Il est plus probable
que les domaines 3, 6, 31, 40, 45, 48-50 et 54-ci, qui sont disséminés dans la séquence
de ces deux AtREP21, soient des fragments de la séquence ancestrale, plutot que des
échanges successifs de séquences entre PAtREP21 8 ou 27 (I'un des deux AtREP21 étant
probablement une copie de 'autre AtREP21) et un hélitron ancestral.

Ainsi, dans les cas ou les différentes copies d’une famille présentent de fortes variations
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F1G. 3.36 — Partie 1 du tableau récapitulatif des informations relatives aux domaines internes. L’anno-

tation putative des domaines est donnée si elle a été trouvée.
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F1G. 3.37 — Partie 2 du tableau récapitulatif des informations relatives aux domaines internes. L’anno-

tation putative des domaines est donnée si elle a été trouvée.
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F1G. 3.38 — Arbre phylogénétique des 48 séquences AtREP21 réalisé avec la méthode du neighbour-
joining [177]. Les couleurs rajoutées sur I’arbre correspondent aux couleurs des sous-groupes trouvés avec

DomainOrganizer (Figure 3.28).

de séquences dues a des insertions ou des délétions de séquences (telles que les éléments
transposables ou les familles multigéniques), il est plus pertinent de classer les séquences
sur la base de leurs domaines nucléiques que sur la base de leurs séquences entieres. Nous
pouvons alors suggérer que DomainOrganizer réalise, dans ce cas, un "recodage” compact
des séquences qui représente 'identification et 1’évolution de chacune des séquences.

A partir de la Figure 3.28, nous proposons le scénario d’évolution suivant, qui nous

semble le plus probable par rapport a l'organisation en domaines des séquence d’AtREP21.

— Les AtREP21 8 et 27 (groupe 7) sont apparus a partir d’une autre famille d’hélitrons
(autonome ou non). Quelques domaines de la séquence interne auraient été conservés
(domaines 3, 6, 31, 40, 45, 48, 49, 50 et 54-ci) et les autres blocs auraient divergé
au cours de I’évolution.

— L’autre groupe d’AtREP21 qui semble étre un groupe ancestral est le groupe 5
(Figure 3.28). Ce groupe possede aussi des domaines internes répartis dans d’autres
hélitrons.

— 11 est probable que le domaine 52-ci (séquence palindromique du domaine 52) ait
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créé le domaine 26 par dégénérescence.

— Les AtREP21 24 et 41 du groupe 6 sont trés proches des AtREP21 du groupe 5
(Figure 3.39). Ces deux groupes présentent une forte homologie de domaines dans
les parties 5" et 3’ subterminales : plus de 150 pb de domaines communs pour la
partie 5’ et les domaines 25, 29, 44 et 52-ci pour la partie 3’.

— Le groupe 5 aurait créé ensuite le groupe 4. Ces deux groupes présentent la méme
combinaison de domaines en 3’ (les domaines 29, 38, 41, 42, 52 et 52-ci). Les
AtREP21 5 et 19 auraient été les premiers AtREP21 créés de ce groupe, puis seraient
apparus les AtREP21 12, 25, 34 qui ont subis la délétion du domaine 29.

— Le groupe 4 a lui-méme évolué en séquence du groupe 1 d’AtREP21 (Figure 3.39).
Une de ses séquences a subi la délétion du domaine 51, 52-i et 55 et la substitution
ou la dégénérescence des domaines 11, 23 et 24 pour le domaine 9.

— Ensuite, le groupe 1 a créé le groupe 2. Le groupe 2 est essentiellement constitué des
domaines du groupe 1 avec des délétions et /ou substitutions ponctuelles de domaines
(Figure 3.39). Les AtREP21 3, 10, 35 et 43 semblent les premiers AtREP21 de ce
groupe avec l'insertion ou la délétion d’un domaine du groupe 1 (Figure 3.28). Puis,
la dégénérescence (ou substitution) du domaine 9 aurait créée les copies d’AtREP21
7, 21 et 22. La substitution des domaines 57 et 59 par le domaine 47 et 'insertion
des domaines 30 et 35 auraient créés les derniers AtREP21 de ce groupe (AtREP21
23 et 37).

— Enfin, le groupe 3 aurait aussi été créé par le groupe 1, mais il semble que des
échanges de domaines aient été réalisés avec le groupe 2.

— Le groupe 2 et 3 sont les deux seuls groupes qui ont subi la substitution des domaines
57 et 59 par le domaine 47 et I'insertion du domaine 35 et/ou 58.

A RS
AtREP21 du groupe 7 (Exemple AtREP21-8)

EREE, 0 2PN ==

P21 du groupe 5
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F1G. 3.39 — Evolution de la famille AtREP21 & partir des identifications des domaines internes.
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Résumé

Cette étude a montré que les domaines internes des AtREP21 sont peu présents dans
les autres hélitrons et semblent donc montrer qu’il y a pas (ou peu) d’échange de domaines
entre les familles d’hélitrons. Cette analyse a aussi permis de retracer I’évolution de la fa-
mille AtREP21, alors qu’une étude phylogénétique classique n’avait pas pu le faire a cause
des grandes insertions/délétions dans la séquence interne. Néanmoins, un grand nombre
de domaines internes n’a pas pu étre identifié. Cette non-identification de domaines est
principalement due a la mauvaise détection des bordures de domaines. Si les séquences a
analyser sont tres divergentes, les programmes d’alignement multiple (Exemple ClustalW
[200]) n’alignent pas correctement les portions de séquences insérées/délétées,; en parti-
culier aux niveaux de leurs bordures. Une étude de la structure secondaire des domaines
internes a aussi montré une forte corrélation entre la modification de séquence primaire
d’'un domaine et la structure secondaire d'un AtREP21. Cette corrélation avait déja été
montré dans 1'étude de la variation de séquence interne des MITEs Mariner [162]. Une re-
cherche systématique de la structure secondaire des domaines détectés pourrait permettre
une meilleure définition de ces domaines et conduire a une meilleure analyse de I’évolution
des éléments transposables non-autonomes.
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3.6 Impact sur la régulation de ’expression des genes
du génome hote

Les études bioinformatiques enlevent systématiquement les éléments répétés des sé-
quences promotrices ou introniques pour rechercher les motifs de liaison aux facteurs de
transcription. La base de la recherche de motifs de régulation in silico est la recherche
d’un mot "exceptionnel” dans le promoteur : mot répété a l'intérieur des promoteurs de
genes ayant des profils d’expression similaires, mais des séquence promotrices non répétées
[175]. Ce contexte de recherche de mots exceptionnels explique la délétion des éléments
transposables des promoteurs. Néanmoins, les éléments transposables ont souvent une ac-
tion sur les genes a leur proximité [14, 25, 164, 186]. En effet, le travail présenté dans cette
these avait commencé par la découverte d’'un hélitron dans le promoteur du gene ADC1
[62] (chapitre 3.1.1). Il était donc tout naturel de rechercher le role des hélitrons sur les
genes a leur proximité.

Dans cette section, nous avons recherché la localisation de tous les hélitrons d’une
famille donnée et nous avons sélectionné ceux qui pouvaient avoir une action sur le profil
d’expression d’un gene, en particulier les hélitrons présents dans les promoteurs (Figure
3.40). Nous avons ensuite étudié les motifs de régulation présents dans ces promoteurs
(hélitrons inclus) et les profils d’expression des génes associés pour essayer de comprendre
effet de ces hélitrons sur l'expression génétique (Figure 3.40).

Hélitron X

—I— I I Géne 1

% 1 Profil B
| ”
1 Géne 2 -

Promoteur

4> P Profil A

Hélitron Y

Fi1a. 3.40 — Modele d’impact sur la régulation d’un hélitron inséré dans un promoteur de geéne. Les

différentes barres verticales colorées représentent les différentes boites de régulation détectées.

Nous avons limité notre étude aux éléments de la famille AtREP3 (famille dont I'une
des copies a été découverte dans le promoteur du gene ADC1 (section 3.1)). Les éléments
autonomes a cause de leur taille (supérieure a 10 kb [98]), ont souvent une action délétere
sur les geénes a leur proximité. Nous avons donc récupéré, avec STAN [154], toutes les sé-
quences hélitroniques non-autonomes et nous nous sommes limités aux AtREP3 de moins
de 3000 pb qui possedent les deux extrémités hélitroniques d’AtREP3. La grammaire SVG
(String Variable Grammar) de cette famille est :

TCCTACTATATTATTTGGGAAGTACATTTTAAATGT: 9
-x(0,3000) -
AAATCGTCCCGCGGTATACCGCGGGTTAAAATCTAG: 9
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3.6.1 Insertion préférentielle d’AtREP3 dans les promoteurs

Nous avons obtenu 139 séquences AtREP3 completes dans le génome d’Arabidopsis
thaliana. Pour chaque hélitron, nous avons recherché le gene en 5’ et le gene 3’ le plus
proche. Pour chaque gene obtenu, nous avons récupéré son nom, sa position et son orien-
tation dans la banque de données TAIR (www.arabidopsis.org). Nous avons classé les
AtREP3 non-autonomes en fonction de la nature de leur insertion (promoteur, 3’ ou dans
le géne) et de leur distance par rapport a un gene (Figure 3.41).

20% -
/Reste du
—_génome
4] ‘
8% | Géne
45%
0
0 € fal fal fal fal 0
2 2 E X N M K =
27% S b o W © m O
R 2R T B . = |
wn C)» LD»O_LD’ O_I.OVC)V
® NN - O 9&_
Promoteur Géne

FI1G. 3.41 — Répartition des AtREP3 en fonction de la nature de I'insertion et de la distance de I'insertion.
Le diagramme & gauche représente les différentes proportions d’insertion des AtREP3 dans les différentes
zones du génome. Le graphe a droite donne le nombre d’AtREP3s insérés dans le promoteur par classes

de distance au codon START de la transcription.

La Figure 3.41 montre une insertion préférentielle dans le promoteur (45 %). Elle
montre également que les AtREP3s (quelles que soient la taille et la composition de
I’AtREP3 non-autonome) sont préférentiellement insérés dans le premier millier de paires
de bases du promoteur (51 %), et que plus la distance augmente moins AtREP3 est présent
dans le promoteur.

Beaucoup d’études montrent que les 3 kb précédant le codon START contiennent la
majorité des motifs de liaisons aux facteurs de transcription [36, 139, 193, 155]. L’élément
consensus d’AtREP3 mesurant 2 kb [98], nous nous sommes uniquement focalisés sur les
AtREP3 insérés a moins de 1 kb des codons START dans les promoteurs des genes, pour
étre stur que ’élément AtREP3 intervient dans son intégralité sur les promoteurs des genes.
Les positions des AtREP3s présents dans cette zone sont répertoriées dans ’annexe 5.4.
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3.6.2 (Co-)Régulation tissulaire des génes a proximité des At-
REP3

A partir de la liste de genes possédant des AtREP3 complets dans leur promoteur,
nous avons consulté les bases de données des profils d’expression des genes d’ Arabidopsis
thaliana. Nous nous sommes limités aux AtREP3 complets.

Meéme si la séquence interne des AtREP3 est variable, les différentes copies des AtREP3
possedent des portions de séquences communes ce qui suggerent que les AtREP3 pour-
raient avoir un effet régulateur commun. Nous avons recherché 'effet de co-régulateur
de ces éléments transposables sur les genes a leur proximité. Autrement dit, nous avons
suggéré que les AtREP3 possédaient des motifs de régulation communs qui induisent une
expression similaire des genes.
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F1G. 3.42 — Profils d’expressions des différents génes qui contiennent un AtREP3 dans leur promoteur.
Les profils observés ont été réalisés sur les différents organes de la plante Arabidopsis thaliana. La co-
lorisation des profils de genes est normalisée. Ainsi, pour chaque géne le plus haut signal d’intensité de
transcription obtient la valeur 100 % (couleur bleue-noire) et I’absence de signal obtient la valeur 0 %

(couleur blanche).

Nous avons utilisé le site web Genevestigator (www.genevestigator.ethz.ch) qui per-
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met d’analyser jusqu’a 500 genes simultanément dans différentes conditions de stress, a
différents stades de croissance et dans différents organes de la plante [212]. Nous avions 81
genes possédant un AtREP3 a moins de 1 kb du codon START. Néanmoins pour certains
genes, il n’existait pas d’expériences de microarrays a leur sujet. Nous avons donc observé
les résultats des profils d’expressions des 47 genes restants. L’observation des genes sou-
mis a différents stress et a différents stades de croissance n’a présenté aucun groupement
significatif de profils d’expression similaire. Néanmoins, ’observation de la transcription
de ces meémes genes au niveau tissulaire a montré de grands clusters, tres distincts les
uns des autres (Figure 3.42). Nous avons choisi d’approfondir I'implication possible des
transposons AtREP3 dans cette co-régulation au niveau tissulaire.

La Figure 3.42 montre 'expression tissulaire des genes a proximité d’AtREP3. Certains
genes ne présentent aucune co-régulation tissulaire. Plusieurs phénomenes biologiques
peuvent expliquer ces profils d’expressions uniques malgré la présence d'un AtREP3.
La séquence promotrice des genes étudiés n’est pas uniquement constituée des éléments
AtREP3. La partie promotrice non-hélitronique contient des motifs de liaisons aux fac-
teurs de transcription. Ces éléments font varier la régulation des genes et créent des profils
variables d'un gene a l'autre. De plus, les domaines internes spécifiques a certaines copies
d’AtREP3 peuvent aussi contenir des motifs de régulation de la transcription.

Ainsi, la plupart des séquences promotrices sont constituées d’une partie promotrice
non-hélitronique unique et d’une partie AtREP3 qui comporte aussi des mutations ap-
portant un ensemble variable de motifs de régulation. Cette mosaique de séquences de
régulation explique la grande différence de profils (stress, tissulaire et stade de croissance)
entre les différents genes.

Néanmoins, d’autres groupes de genes (par exemple le groupe contenant le locus
At3G56000) sont regroupés en clusters. Nous avons délimité cing clusters. Nous nous
sommes limités a I’étude du dernier cluster. Ce cluster contient le géne ADC1 (gene a
l'origine de la découverte des hélitrons), et présente la particularité que les genes associés
a ce cluster ne sont exprimés que dans le pollen (Figure 3.42). Nous avons nommé ce
cluster, le "cluster pollen” par la suite.

3.6.3 Recherche de motifs de régulation dans les promoteurs du
cluster pollen

Pour chaque geéne du cluster pollen, nous avons cherché a savoir quels motifs de liai-
son aux facteurs de transcription étaient présents dans le promoteur. Nous avons utilisé
'interface TOUCAN [2] qui nous a permis de rechercher ces motifs selon différentes bases
de motifs et avec plusieurs outils de recherche de motif tel que MotifScanner [199] ou de
les détecter ab initio avec des outils tels que MotifSampler [198].

3.6.3.1 Détection de motifs communs

Nous avons utilisé les banques de motifs PlantCare [175], TFD et AGRIS [45] pour la
recherche des motifs de régulation, ainsi que les outils RSATools [204] et MotifSampler
[198]. La Figure 3.43 montre les motifs de régulation détectés avec MotifScanner et la base
de motifs TFD.

Nous avons sélectionné tous les genes, présents chez Arabidopsis thaliana et dont la
transcription ne s’exprime que dans le pollen. Ces genes représente environ 1 % des genes
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(250 genes) de la plante et il n’y a que 7 génes qui contiennent un AtREP3 entier dans le
premier millier de paires de base de leur promoteur (Figure 3.42). Nous en déduisons que
les AtREP3s n’apportent pas I’élément co-régulateur de I'expression spécifique du pollen,
mais que la combinaison des motifs apportés par les AtREP3s et les motifs déja présents
dans le promoteur aboutit a I’expression spécifique dans le pollen.

Nous observons avec toutes les méthodes de recherche, des motifs de liaisons aux
facteurs de transcription communs a tous les promoteurs du cluster pollen (7 genes). Les
motifs communs (par exemple ABF1 (ARS-binding factor 1) et Amt (ASA1 mutant),
Figure 3.43) sont contenus dans les AtREP3s présents dans les promoteurs du cluster
pollen. Aucun motif trouvé uniquement en dehors des AtREP3s n’est commun a tous ces
promoteurs. Néanmoins, certains motifs de régulation ne sont pas présents dans tous les
AtREP3, mais sont présents dans la partie promotrice non-hélitronique. Aucune de nos
recherches de motifs dans ses promoteurs n’a montré de pattern de régulation spécifique
au pollen. De plus, tous les motifs détectés dans le cluster pollen sont présents dans les
autres promoteurs ou AtREP3 est inséré. Nous pouvons suggérer que les AtREP3s n’ont
un effet co-régulateur sur le cluster pollen, mais ils peuvent avoir un effet régulateur sur
ce cluster.
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FI1G. 3.43 — Motifs de régulation détectés dans les promoteurs des génes étiquetés par les AtREP3s et
ne s’exprimant que dans le pollen de la plante. Les motifs ont été détectés avec I'interface TOUCAN [2]
qui a utilisé le logiciel MotifScanner [199] et la base de données TFD. Les emplacements des AtREP3
insérés ont été rajoutés sous les promoteurs. Les genes présents sur le brin négatif ont été inversés avec

leur promoteur pour obtenir la méme orientation sur le schéma.

3.6.3.2 Analyse du motif pollen-RE

Une autre étude de l'équipe "Expression génétique et adaptation” avait montré la
présence de six motifs pollen-RE (pollen responsive element) dans le promoteur de I’ ADC1
(AtREP3 + partie non hélitronique) contre seulement deux motifs pour le promoteur
ADC2 [82]. Le nombre plus élevé de pollen-RE dans le promoteur ADC1 était en accord
avec l'expression de ce gene dans le pollen, alors que le gene ADC2 s’exprime dans toute
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la plante. Néanmoins, la recherche de ce pattern pollen dans d’autres promoteurs n’a
pas montré un nombre significativement supérieur de pollen-RE par rapport a ces autres
promoteurs. De plus, certains promoteurs, ne s’exprimant pas spécifiquement dans le
pollen, integrent plus le motif pollen que les genes du cluster pollen. Cet élément de
régulation ne semble pas étre seul responsable de I'expression spécifique dans le pollen.

3.6.3.3 Absence de motifs de régulation dans le cluster pollen

Nous avons aussi comparé les autres motifs de régulation du cluster pollen avec les
autres promoteurs contenant un AtREP3. Nous avons donc vérifié si tous les motifs dé-
tectés dans le cluster pollen sont présents dans les autres clusters et inversement. Curieu-
sement, certains motifs de liaison aux facteurs de transcription présents dans les autres
promoteurs ne sont pas détectés dans le cluster pollen (Exemple : le motif de régula-
tion E4F). L’absence de ces motifs de régulation dans ce cluster peut expliquer 1’absence
d’expression des genes du cluster dans les autres tissus de la plante. Une analyse in vivo
ultérieure pourrait étre réalisée pour vérifier si I’absence de ces motifs est bien responsable
de I'absence d’expression dans les autres tissus.

3.6.3.4 Effets pollen-spécifique sans présence d’AtREP3

Pour vérifier si ce cluster pollen était particulier, nous avons commencé a analyser
I’ensemble des genes d’Arabidopsis thaliana et recherché d’autres genes ne s’exprimant
que dans le pollen.

Environ 1 % des geénes ne s’expriment que dans le pollen. Néanmoins, ces génes ne
possedent pas tous des AtREP3s insérés dans leur promoteur. Ce résultat a montré que les
AtREP3s (avec les deux termini) ne sont pas les seuls responsables de ce profil d’expression
particulier.

Résumé

Les AtREP3s, par extension les hélitrons, sont majoritairement insérés dans les pro-
moteurs des genes. Ils contiennent dans leur séquence des motifs de liaison aux facteurs
de transcription (Figure 3.43). A l'exception de ’AtREP3 présent dans le gene ADCI,
aucun résultat n’a pu montré leur role régulateur ou co-régulateur des AtREP3s. Si la dé-
monstration de leur role co-régulateur semble compromis, leur role régulateur est toujours
envisageable. Les résultats précédents semblent montrer deux voies possibles d’actions ré-
gulatrices des AtREP3s sur les genes : une voie combinatoire et une voie délétere. La voie
combinatoire correspond a la modification du profil d’expression du gene par la combi-
naison des motifs de régulation existants dans le promoteur avant l'insertion de I'ET et
des motifs apportés par TAtREP3. La voie délétere (non antagoniste avec la précédente)
correspond a la perte de motifs de régulation par l'insertion de 'ET : I'insertion éloigne
une partie du promoteur proximal (proche du gene) du codon START et peut rendre
inaccessible les motifs présents dans cette partie du promoteur.

Si nous voulons savoir si les hélitrons agissent sur la transcription des genes a leur
proximité, de nouvelles analyses devront étre effectuées, aussi bien au niveau bioinforma-
tique que biologique. Certaines de ces expériences sont évoquées dans le chapitre suivant.
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Conclusion et Perspectives

4.1 Conclusion

Tous les précédents résultats ont montré I'importance d’'une modélisation syntaxique
des éléments transposables, basée sur la description des extrémités. Nous avons focalisé
notre travail sur ’analyse des hélitrons, qui sont des ETs tres difficiles a identifier avec
des méthodes d’alignement de séquences. Cette modélisation a débouché sur la détection
exhaustive de tous les hélitrons dans le génome d’ Arabidopsis thaliana et la création d’une
nouvelle nomenclature des hélitrons. Cette nomenclature est plus adaptée aux interactions
biologiques autonomes non-autonomes que la précédente classification des hélitrons [98].

Un point essentiel de cette these a porté sur la définition et la détection d’un concept
de domaine nucléique. La création de I'outil DomainOrganizer [196] automatise I'identifi-
cation de ces domaines dans une famille de séquences répétées. L’évolution d’'une famille
d’éléments transposables non-autonomes a été pour la premiere fois retracée grace a ’ana-
lyse systématique des domaines internes de cette famille. De plus, la courte analyse d’un
MITE montre que ce concept de domaines nucléiques peut étre étendu a ’ensemble des
éléments transposables non-autonomes de classe II. Il serait intéressant de tester aussi Do-
mainOrganizer avec des éléments de classe I, tels que les SINEs ou les LINEs qui possedent
des domaines nucléiques connus.

Ensuite, 'analyse de la localisation des hélitrons chez Arabidopsis thaliana a montré
une insertion préférentielle de ceux-ci dans les promoteurs des genes. De plus, toutes les
analyses de recherche de motifs de régulation montrent que certains motifs sont conte-
nus dans les hélitrons non-autonomes. Néanmoins, ’analyse des profils d’expression des
genes, qui contiennent ces hélitrons non-autonomes, ne montre pas de fagon évidente
une influence régulatrice systématique des hélitrons. Des études complémentaires in vitro
doivent étre réalisées pour comprendre le role des hélitrons insérés dans les promoteurs
de genes.

A partir des nombreux résultats précédents, de nouvelles interrogations se posent.
Est-ce que les hélitrons ont une action régulatrice sur les genes a leur proximité? La
protéine RPA et I'hélicase sont-elles suffisantes pour la transposition des hélitrons et
comment fonctionne réellement la transposition des hélitrons? Est-ce que les hélitrons
non-autonomes sont les seuls éléments transposables a évoluer par domaines nucléiques
ou est-ce que le génome entier évolue aussi par modules ? Quels sont les motifs de liaison
aux facteurs de transcription qui déterminent le profil d’expression du gene ?

Dans les deux premieres études (la nomenclature des hélitrons et la découpe des hé-
litrons en domaines nucléiques), 'optimisation combinatoire des données a permis de
sélectionner, parmi un large éventail de possibilités, le jeu de données minimal qui per-
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met de représenter ’ensemble des données traitées. Nous proposons alors de déterminer le
jeu minimal de motifs de régulation nécessaires pour obtenir I’ensemble des profils d’ex-
pression des genes, en appliquant également une formalisation et des techniques issues de
I’optimisation combinatoire.

Les deux approches, biologiques et bioinformatiques, sont nécessaires pour répondre a
I’ensemble de ces questions.

4.2 Perspectives biologiques

L’approche biologique permet de confronter les hypotheses émises par les méthodes
bioinformatiques aux mécanismes biologiques qui restent largement a élucider. A partir
de cette these, deux grandes études seraient a réaliser : le mécanisme de transposition des
hélitrons et le role des hélitrons dans le génome d’ Arabidopsis thaliana.

4.2.1 Modele d’étude de la transposition des hélitrons

Au début de la these, seule la présence des hélitrons dans les génomes était connue
et leur mode de transposition était hypothétique [98, 70]. Actuellement, aucun article n’a
démontré le fonctionnement de la transposition des hélitrons. La seule découverte publiée
sur le mode de transposition des hélitrons est qu’ils transposent encore dans certains
génomes de plantes [119, 32].

Parmi les différents objectifs possibles, deux aspects du mécanisme de transposition
des hélitrons nous semblent particulierement importants a étudier : le role de chaque
protéine au moment de la transposition et la reconnaissance des extrémités hélitroniques
par les protéines de transposition.

4.2.1.1 Role des protéines de transposition des hélitrons autonomes

La découverte d’'un ORF inconnu chez certains hélitrons (Figure 3.13) dans le génome
d’Arabidopsis et la découverte d’'un ORF non décrit précédemment chez la chauve-souris
[169] semblent montrer que toutes les protéines nécessaires a la transposition des hélitrons
ne sont pas décrites. Il serait donc particulierement intéressant d’analyser chacun des
ORFs détectés dans les hélitrons, et de comprendre leur(s) role(s) lors de la transposition.

Nous proposons une expérimentation basée sur la production de cellules transfor-
mées d’Arabidopsis contenant deux constructions introduites par la bactérie Agrobac-
terium. Chacune de ces constructions contiendrait un gene de résistance a un antibiotique
pour sélectionner les cellules qui ont intégré les deux constructions (Figure 4.1). Sur une
construction (que nous nommerons “construction-transposable”), on incorporerait un gene
de résistance dans lequel serait inséré un hélitron non-autonome. Sur 'autre construction
(nommé "construction-ORF”), on incorporerait les génes du complexe de transposition
d’un hélitron mais on retirerait ses extrémités hélitroniques pour empécher cette séquence
d’étre transposée et on incorporerait un autre gene de résistance (Figure 4.1). Chaque
cellule serait séparée par cytométrie de flux et se développerait sur un milieu sélectif.

Avec ce montage, nous proposerions de réaliser un stress sur les cellules transformées,
a cause la transposition de I’hélitron non-autonome, le gene de résistance de la construc-
tion transposable serait de nouveau actif. Les cellules, ou la transposition aurait eu lieu,
survivraient aux toxines du milieu de culture. Il suffirait alors de compter les souches de



Perspectives biologiques 129

cellules qui se seraient développées pour estimer la taux de transposition d'un hélitron
non-autonome dans une cellule stressée d’Arabidopsis thaliana. Si 'on faisait varier les
ORFs de I’hélitron sur la construction-ORF, nous vérifierions les ORF's qui sont indispen-
sables a la transposition d’un hélitron et le role de chacun d’eux. La délétion choisie d'une
extrémité pourrait aussi confirmer les roles des deux extrémités dans la transposition des
hélitrons.

Transposition ?

Géne de résistance 2
coupé par un hélitron
‘ non-autonome

Gene de
résistance 1

Reconnaissance ?

Extrémité 5' Extrémité 3' mmmmm Hélitron non-autonome

FI1G. 4.1 — Observation de I'activité de transposition par I'intégration de deux constructions transformées
dans une cellule de plante. La construction de droite contient un gene de resistance dans lequel est inséré
les extrémités hélitroniques pour la reconnaissance des protéines de transposition. La construction de
gauche contient un hélitron autonome dépourvu de ses extrémités pour éviter sa propre transposition.
La construction de droite contient aussi un gene de résistance. Seules les plantes transformées avec les
deux constructions survivront sur un milieu de culture sélectif. Nous pourrons modifier la séquence de
I’hélitron autonome pour enlever un ORF donné et observer I'importance de cet ORF sur D'efficacité de

la transposition.

4.2.1.2 Choix de la combinaison de termini lors de la transposition

Nous avons découvert qu’un hélitron contient plusieurs combinaisons d’extrémités hé-
litroniques (Figure 3.13). Nous avons choisi I’ensemble de couples de termini minimum
qui couvre I’ensemble des séquences des hélitrons et avons créé une nouvelle nomenclature
(paragraphe 3.3.4). Néanmoins cet ensemble n’est peut étre pas ’ensemble de termini
utilisés par les protéines de transposition. Nous proposons donc un protocole qui permet
de découvrir quelle extrémité est reconnue par les protéines de transposition.

A partir des hélitrons autonomes capables de transposer (aprés une vérification ex-
périmentale), nous créerions un hélitron non-autonome possédant toutes les extrémités
5 et 3" des hélitrons autonomes et créerions des hélitrons autonomes sans extrémité.
Nous réutiliserions le systeme précédent a double construction, I'un contenant I’hélitron
non-autonome et ’autre contenant un des hélitrons autonomes. Cette construction serait
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différente en fonction du complexe de transposition que I'on voudrait étudier. Nous ob-
serverions ensuite pour un hélitron autonome donné (pour une combinaison de termini
donnée) le taux de transposition de I’hélitron non-autonome en fonction de la combinai-
son de termini qui transpose (Figure 4.2). Les différents taux de transposition mesurés
permettraient de savoir si les protéines de transposition reconnaissent une séquence par-
ticuliere de termini ou reconnaissent toutes les extrémités hélitroniques mais avec une
association préférentielle pour certaines d’entres elles (Figure 4.2).
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F1G. 4.2 — Analyse de la préférence des extrémités hélitroniques lors de la transposition. Il s’agit d’ob-
server le taux de transposition de chaque combinaison de termini présente dans I’hélitron non-autonome.
Les graphiques a droite de la figure montrent les deux cas possibles de taux que ’on pourrait obte-
nir : le graphique du haut montre une reconnaissance préférentielle et le graphique du bas présente une

reconnaissance spécifique des extrémités.

4.2.2 Modele de confirmation de P’action (co-)régulatrice des
hélitrons

L’AtREP3 a une action sur la régulation du gene ADC1 [62, 82]. Néanmoins, son role
exact n’est pas connu. Nous proposons deux types d’association des AtREP3s avec un gene
marqueur (Exemple : gene GUS) : la premiere association serait de créer un promoteur
composé d’AtREP3 et d’'un promoteur minimal (Figure 4.3), la deuxiéme association
serait de copier le promoteur d'un géne contenant un AtREP3 (Exemple ADC1). Comme
il serait trop long d’associer les 141 AtREP3s détectés avec le gene rapporteur, nous
proposons de limiter le nombre d’AtREP3 au nombre de formes différentes d’AtREP3 :
un AtREP3 entier mesurant environ 2100 pb (similaire au consensus de Repbase [98]),
un AtREP3 tronqué de sa partie 3’ (par exemple PAtREP3 de ’ADCI) et un AtREP3
tronqué de sa partie 5. Ces trois formes existent pour le cluster pollen.

Pour ces deux types d’association, l’analyse du gene marqueur permettrait de connaitre
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I’action régulatrice des AtREP3s sous ses trois principales formes. L’association AtREP3,
promoteur minimal et géne marqueur permettrait de savoir si I’AtREP3 est suffisant pour
induire 'activité transcriptionnelle d’un gene. Pour ’association promoteur entier et gene
rapporteur, nous réaliserions des mutations par délétion dans les différentes parties du
promoteur pour connaitre le role transcriptionnel de chaque portion du promoteur. Cette
analyse permettrait de savoir s’il existe une relation entre les différentes régulations des
genes par les hélitrons et la variabilité en domaines des hélitrons.

Régulation ?

TN -

ADC1 | 1 AREP3 | GUS |

promoteur minimal

FI1G. 4.3 — Modele d’étude de D'activité régulatrice de ’AtREP3 présent dans le promoteur de 'ADCI.
L’AtREP3, avec la séquence promotrice, a un role régulateur sur le géne ADCI1 [82, 62] (schéma de
gauche). L’AtREP3 de ’ADCI1 est inséré en amont d’un promoteur minimal et d’un géne marqueur. Nous
pouvons ensuite mesurer ’action régulatrice de cet hélitron, indépendamment des zones non-hélitroniques
du promoteur ADCI.

4.3 Perspectives bioinformatiques

L’approche bioinformatique permet une approche globale (a 1’échelle d’'un génome
entier) des questions posées. Quatre grands axes de recherche bioinformatique peuvent
continuer les travaux de cette these : préciser le role des hélitrons sur la régulation des
genes d’ Arabidopsis thaliana, créer un modele syntaxique général pour les hélitrons, mettre
au point une méthode d’analyse de la dynamique d’évolution par domaines des éléments
transposables et/ou d'un génome entier et optimiser la segmentation des séquences en
domaines.

4.3.1 Analyse a I’échelle du génome entier de la (co-)régulation
des genes par les hélitrons

Les derniers résultats de cette these sur le role régulateur des hélitrons sont assez
contradictoires. Certains résultats bioinformatiques (par exemple la présence de motifs de
liaison aux facteurs de transcription communs dans les genes du cluster pollen 3.6.3.1)
indiquent que les hélitrons apportent un role co-régulateur aux genes. Certains résultats
biologiques montre une corrélation de 'action régulatrice des AtREP3s sur les genes [82].
Néanmoins, d’autres résultats n’expliquent pas ou contredisent la régulation des genes
par les AtREP3s (par extension pour les hélitrons). Ainsi, les génes du cluster pollen ne
semblent pas devoir leur profil expression aux AtREP3s. Ces mémes génes n’ont aucune
co-régulation si nous observons les données de puces a ADN sur les expériences de stress et
de la croissance de la plante. De plus, beaucoup d’autres genes ayant la méme expression
tissulaire que ce cluster ne semblent pas présenter d’AtREP3.
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L’influence des hélitrons sur les genes peut étre vérifiée sur les clusters tels que le cluster
pollen. S’il est vrai que d’autres genes possedent le méme profil d’expression tissulaire que
ce cluster, mais ne possedent pas d’AtREP3 entier, nous n’avons pas testé la présence
d’AtREP3 tronqués (voire méme d’autres hélitrons) ou la présence de séquence interne
appartenant a la famille AtREP3 (Figure 4.4).

Dans un premier temps, il faudrait sélectionner I’ensemble des promoteurs des genes
ayant un profil d’expression tissulaire limité au pollen, puis comparer les séquences les
unes aux autres pour détecter un (ou des) motif(s) commun(s). Il nous faudrait aussi
comparer chacun des promoteurs aux séquences des AtREP3s (ou des autres hélitrons)
(Figure 4.4).
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F1G. 4.4 — Recherche d’un hélitron dans I’ensemble des génes spécifiquement transcrits dans le tissu
pollen. Le résultat de cette puce & ADN hypothétique représente schématiquement I’ensemble des profils
tissulaires des genes d’Arabidopsis thaliana. Une ligne représente un tissu, une colonne représente un
géne. Pour tous les génes exprimés uniquement dans le pollen (en haut & droite de la puce), une recherche
systématique d’hélitron ou de fragment d’hélitron devra étre réalisée.

Cette analyse permettrait de connaitre le nombre réel de genes qui présentent un héli-
tron dans leur promoteur et qui ne s’expriment que dans le pollen. La proportion de genes
ayant un hélitron permettrait de mesurer I'influence de ces hélitrons sur ce profil d’expres-
sion. Des études similaires seraient a effectuer sur les autres clusters tissulaires trouvés

(Figure 3.42) et devraient étre validées avec les expérimentations biologiques (paragraphe
4.2.2).

4.3.2 Recherche d’un modele syntaxique général pour les héli-
trons

La modélisation des hélitrons chez Arabidopsis thaliana a montré que les extrémités
étaient suffisantes pour détecter les hélitrons. Les modeles des différentes familles sont



Perspectives bioinformatiques 133

tres variables, mais ils présentent aussi quelques points communs. Ces motifs communs
entre familles pourraient aider a concevoir un modele syntaxique unique pour les hélitrons
présents chez Arabidopsis, mais aussi pour ceux présents dans les autres génomes.

Ainsi, lors de la conception du modele hélitronique, nous avons voulu intégrer sans
succes la structure secondaire de I'hairpin (paragraphe 3.2.3). L’analyseur STAN [154]
détectait beaucoup trop de faux positifs a cause de la recherche de n’importe quel hairpin.
En fait, nous pensons que la recherche de cette structure secondaire reste impérative mais
devrait étre couplée avec la séquence primaire riche en G+C. Malheureusement, aucun
analyseur actuel, a notre connaissance, ne permet de rechercher en méme temps une
structure secondaire ou tertiaire qui contienne une séquence primaire particuliere.

L’équipe Symbiose met au point un nouvel outil syntaxique (nommé LOGOL) qui
permettrait entre autres de rechercher simultanément une séquence et une structure et
qui devrait permettre d’aborder de telles questions.

4.3.3 Optimisation de la segmentation en domaines des séquen-
ces répétées

L’analyse de la segmentation des domaines de la famille AtREP21 a montré une dé-
coupe imparfaite des domaines tant au niveau du nombre de domaines qu’au niveau de la
limite de chaque domaine.

Nous avons comparé notre méthode de segmentation avec une autre méthode réalisée
par 'équipe Symbiose : Pygram [57]. Cette méthode détecte les répétitions maximales
exactes contenues a l'intérieur d’une séquence, et par rapport aux autres séquences. La
Figure 4.5 montre la comparaison des deux méthodes pour trois AtREP21. Pour Pygram,
nous avons choisi de ne visualiser que les répétitions exactes de taille supérieur a 16
nucléotides.

DomainOrganizer

AtREP21-45

AtREP21-38

AtREP21-37

F1G. 4.5 — Comparaison de la segmentation obtenue par DomainOrganizer et Pygram pour trois
AtREP21. DomainOrganizer représente chaque domaine par une texture différente. Deux séquences son
considérés appartenant au méme domaine s’il sont similaires & plus 80 %. Pygram visualise les répétitions
exactes avec des triangles, une couleur de triangle est attribué a chaque domaine. La hauteur des triangles

est proportionnel a la taille des séquences.

Nous observons que les deux premiers AtREP21 sont similaires avec la méthode Do-
mainOrganizer et Pygram : DomainOrganizer montre la méme combinaison de domaines
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et Pygram montre les mémes pyramides pour les deux séquences. Des différences notables
entre les deux méthodes apparaissent pour ’AtREP21 37. Cette différence provient de la
nature des domaines recherchés : exacts pour Pygram et approchés avec DomainOrganizer.
Pygram a I’avantage de ne pas étre tributaire de la taille des domaines puisqu’il recherche
toutes les répétitions quelle que soit leur taille. De plus, Pygram délimite parfaitement les
répétitions, car il utilise un index a la place d'un alignement multiple.

Nous proposons de remplacer 'alignement multiple par une découverte directe des
domaines par Pygram. A partir de la liste des domaines exacts, nous proposerions de
créer un algorithme de fusion automatisée des répétitions qui permettra d’obtenir des
domaines approchés. Cette algorithme pourrait tenir compte de la structure secondaire
des domaines pour assembler les différents domaines. L’étude des structures secondaires
des domaines d’AtREP21 a montré une corrélation entre la pertinence biologique d’un
domaine et sa structure. Cette approche (Pygram + Structure secondaire) permettrait
de s’affranchir des parametres passés en arguments par 1'utilisateur et d’obtenir un seul
résultat optimisé pour un jeu de séquences donné.

4.3.4 Analyse des domaines nucléiques a 1’échelle d’un génome
entier

Génome
"ancestral"

1
> ! Evolution

Subtitutions, Insertions et Délétions

E—_:%D-,Cc—_——a
1
n fois Evolution :
XCrOSM

\%

Evolution :

%

Etat "final" : Génome séquencé

F1G. 4.6 — Evolution schématique des éléments transposables d'un génome eucaryote. A partir du gé-
nome ancestral, les différentes copies d’éléments transposables subissent des mutations comme les autres
séquences d’ADN, mais subissent aussi des recombinaisons "illégitimes” dues a leur nature de séquences
répétées. Le nombre de ces mutations et recombinaisons est variable d’une espéce a I'autre. Apres le sé-
quencage d’un génome, on observe une mosaique d’éléments distincts dont il est tres difficile de reconnaitre
que ces éléments sont issus de la méme famille I’ET.

L’analyse des copies de la famille AtREP21 par DomainOrganizer [196] et ’analyse
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manuelle de la famille AtREP3 ont montré que I’évolution de ces deux familles est principa-
lement dues a des substitutions, des insertions ou des délétions de blocs de nucléotides que
nous avons appelés domaines. Ces précédents résultats ont mis en évidence I’évolution en
domaines des hélitrons non-autonomes. Les autres éléments transposables non-autonomes
semblent aussi évoluer par blocs de domaines (Figure 3.27). Si nous pouvons connaitre les
grandes lignes évolutives d’une famille d’élément transposable, il est tres difficile de décou-
vrir I’évolution d’un type d’éléments transposable comme les hélitrons ou les Mariner. 11
est donc encore plus difficile de connaitre I’histoire de toutes les familles d’éléments trans-
posables dans un génome eucaryote. Les éléments transposables jouant un role essentiel
dans la structure du génome (Introduction de la these), cette connaissance est nécessaire
pour appréhender la dynamique évolutive des génomes eucaryotes.

Pour connaitre la dynamique des ETs a I'échelle du génome, la premiere étape est
d’identifier tous les domaines nucléiques appartenant (ou ayant appartenu) a des éléments
transposables. Cette étape est tres complexe a réaliser, car les E'T's ont subi de nombreuses
mutations et recombinaisons a chaque nouvelle duplication du génome (Figure 4.6).

Apres l'identification de tous les domaines, nous pensons qu’il est possible de travailler
sur un algorithme de "reverse engineering biologique” qui permettrait, a partir du génome
séquencé, de retracer 1’histoire évolutive et de retrouver la répartition des éléments trans-
posables dans le génome ancestral. Cette histoire évolutive serait un bon indicateur de
I’histoire structurelle du génome eucaryote, due a I'importance des éléments transposables
dans la dynamique évolutive d'un génome.



5.1 Annexe 1
nome d’Arabidopsis thaliana

Positions des Hélitrons dans le gé-

Le tableau donne pour toutes les positions des combinaisons des Hélitrons détectées.
Ainsi une méme position peut avoir plusieurs combinaisons possibles et les différentes
combinaisons peuvent aussi se chevaucher. Les extrémités 5’ correspondant aux nombres
et les extrémités 3’ correspondent a des lettres. Le tableau se lit de gauche a droite et de

haut en bas.

Chr Début Fin Combinaisons 5’_3’ Chr Début Fin Combinaisons 5°_3’
1 17009 18729 14 u 1 499373 501371 14 a.e,f,g,0,i,l,m
1 540433 540986 5,6,16_0,i,1,m 1 696474 697373 9,5,6_a,e,g,t,0,i,l,m
1 1160223 | 1161224 | 1,9,5,6.a,c.e,f,g.k.t,0,i,l,m 1 1275792 | 1276611 17.p,s
1 1705400 1706437 9,5,6_e,f,g,0,i,l,m 1 2233819 2235165 14_u
1 2587210 | 2587829 9,5,6_e,0,i,1,m 1 2587210 | 2588425 5,6_€,0,i,l,m
1 2587829 2588425 5,6_a,e,g,t,0,i,l,m 1 3023485 3024294 17_p
1 3342447 3343054 17_s 1 3413554 3414840 14 a,e,f,g,0,i,l,m
1 3497753 3498865 11_ae,f,g,h,t,v,0,il,m 1 3497753 3498957 5,6_a,e,f,g,h,t,v,0,i,l,m
1 4770112 4770661 16,5,6_e,0,i,1,m 1 4785458 4787251 14 o0,i,l,m
1 5436907 5437782 9,5,6_e,t,0,i,l,m 1 5531290 5531885 5,6_e,0,i,1,m
1 5657937 5659261 18,19 q 1 5862942 5863504 1,5,6_e,0,i,l,m
1 5899199 | 5899747 16,5,6_e,0,i,1,m 1 6074878 | 6075487 17 ks
1 6233929 6234712 18,19 q 1 6233929 6235091 18,19 q
1 6402912 6403648 9,5,6_t 1 6403869 6405383 17 p
1 6735855 6737355 14 u 1 7035181 7037279 14_ae,f,g,h,t,v,0,i,l,m
1 7281711 7284070 1,16_a,e,f,g,v,0,i,I,m 1 7833173 7834131 17_p,s
1 8114759 8115698 14_0,i,l,m 1 8169443 8170339 17 p
1 8189950 8190547 16,5,6_e,t,0,i,1,m 1 8235855 8236988 17 p
1 8289493 | 8291559 14 u 1 8374541 | 8375139 22 h,v,0,i,l,m
1 8473358 8490182 14 q 1 8489403 8490182 14_ae,f,g,h,t,v,0,i,l,m
1 8538878 8539751 5,6_e,f,g,t,0,i,I,m 1 8577157 8578054 17 p
1 8622745 8623596 9,5,6_e,0,i,l,m 1 9062071 9062506 22_v,0,i,l,m
1 9135743 9136642 17 p 1 9135743 9138304 17 p
1 9136642 9138304 17 p 1 9384147 9385019 5,6_e,t,0,i,l,m
1 9418050 9418932 5,6_e,0,1,1,m 1 9547128 9551043 12
1 9816197 | 9817137 14 04il,m 1 9816197 | 9818260 14 a.ef,g,ht,v,0,i,L,m
1 9836495 9837567 9,5,6_a,e,g,k,0,i,l,m 1 9862682 9863288 17s
1 9865331 | 9867400 14 af,g,0,i,l,m 1 9866455 | 9867400 14 0,i,l,m
1 9918440 | 9919318 16,5,6_f,0,i,],m 1 | 10021400 | 10021947 16,5,6_¢,f,h,v,0,i,l,m
1 10160979 | 10161820 5,6_0,i,l,m 1 10221825 | 10222357 5,6_h.k,t,0,i,l,m
1 | 10221825 | 10240181 5,6_e,g,0,i,1,m 1 | 10239306 | 10240181 9,5,6_e,g,0,i,1,m
1 10524701 | 10529652 12 1 10568159 | 10580124 17_a,e,f,g,h,t,v,0,i,l,m
1 10579408 | 10580124 9,5,6_a,e,f,g,ht,v,0,i,l,m 1 10579408 | 10598298 9,5,6_k,s
1 10591412 | 10591965 5,6_e,0,1,1,m 1 10597651 | 10598298 17 k,s
1 | 10652477 | 10652913 22 v 1 | 10852648 | 10853181 9,5,6_¢,h,t,v,0,i,1,m
1 10852648 | 10867713 17_e,h,t,v,0,i,l,m 1 10867122 | 10867713 17s
1 10929408 | 10931453 1,9,5,6_c,e,0,i,l,m 1 11153528 | 11156586 7,8,9_a,e,f,g h,0,i,l,m
1 | 11153843 | 11156586 7,8,9_c,h 1 | 11174191 | 11174788 1,5,6_¢,0,i,l,m
1 11298479 | 11299423 17 p 1 11351495 | 11352383 18,19_q
1 | 11407740 | 11410280 16,5,6_a,f,g,0,i,1,m 1 | 11521877 | 11522927 5,6_a,e,g,0,1,l,m
1 11521877 | 11526777 5,6_a,e,g,0,i,l,m 1 11525733 | 11526777 5,6_a,e,f,g,0,i,l,m
1 | 11617472 | 11618257 22 ¢,h,k,v,0,i,1,m 1 | 11647893 | 11648893 17.p
1 11647893 11649892 17_q 1 11649243 11649892 18,19_q
1 | 11669337 | 11670224 5,6_€,0,i,1,m 1 | 11699678 | 11701706 14 a.ef,g,0,,l,m
1 | 11699678 | 11708811 14 a.e.f,g,v,0,i,l,m 1 | 11706430 | 11708811 | 1,7,16,5,6.a,e,f,8,v,0,i,l,m
1 11720515 | 11732884 15_0,i,l,m 1 11732332 | 11732884 5,6_0,1,1,m
1 | 11782492 | 11783016 8,5,6_h,t,0,i,],m 1 | 11803524 | 11804073 5,6_¢,0,i,L,m
1 11803524 | 11806152 22 _e,0,1,1,m 1 11805667 | 11806679 22 v,0,i,l,m
1 11805767 11806152 22_h,v,0,i,l,m 1 11980290 11982061 15,21 n
1 11980290 | 11988389 15,21 s 1 11980290 | 11992644 15,21_n
1 11990855 11992644 21_n 1 12084188 12097996 17_e,0,i,l,m
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Chr Début Fin Combinaisons 5’_3’ Chr Début Fin Combinaisons 5°_3’
1 12096668 | 12097996 3,10,13_¢,0,i,l,m 1 12097436 | 12097996 9,5,6_e,0,i,I,m
1 12136612 | 12137662 9,5,6_h,t,0,i,1,m 1 12183385 | 12183970 16,5,6_e,h,t,0,i,l,m
1 | 12240485 | 12240889 5,6_a,e,g,t,0,i,L,m 1 | 12327907 | 12328694 | 14.a.c.efghk,v,0ilm
1 | 12327907 | 12330032 | 14_a.cefghkv,0,iLm 1 | 12364115 | 12365971 14 af,g,0,i,]l,m
1 | 12457662 | 12458231 5,6,9 0,i,l,m 1 | 12562207 | 12564058 | 14 ae,f,gh.t,v,0,i,l,m
1 12618444 12619501 12_a,e,g,t,0,i,l,m 1 12618444 12621190 12j
1 12618444 | 12636302 12 af,g 1 12618444 | 12636669 12_a,e,f,g,0,i,,m
1 | 12618616 | 12619501 9,5,6_a,,8,t,0,i,1,m 1 | 12618616 | 12621190 9,5,6_j
1 12618616 | 12636302 9,5,6_a,f,g 1 12618616 | 12636669 9,5,6_a,e,f,g,0,i,l,m
1 12853915 12855970 14_u,0,i,l,m 1 12873616 12874345 18,19 q
1 12873616 | 12875565 18,19 q 1 12873616 | 12876905 14 q
1 | 12875854 | 12876905 14 a.e.f,g,0,i],m 1 | 12992974 | 12993572 5,6_a,¢,g,t,0,i,,m
1 13015433 | 13017601 14 d 1 13015829 | 13017601 14 a.ef,g,h,t,v,0,i,l,m
1 | 13058801 | 13059740 14 0,i,l,m 1 | 13058801 | 13060873 14_ae,f,g,0,i,l,m
1 13058801 | 13064097 14 h 1 13064057 | 13065127 11_h,t,0,i,l,m
1 13064057 | 13065210 5,6_h,t,0,i,1,m 1 13160785 | 13162846 15 n
1 | 13212569 | 13215389 1,16_a,f,g,h,0,i,l,m 1 | 13262477 | 13263414 14 afg,v,0,i,l,m
1 13314729 | 13315134 1,9,5,6_e,0,i,l,m 1 13358060 | 13367698 17_q
1 13358350 | 13367698 17 q 1 13366940 | 13367698 18,19 q
1 13372686 | 13387692 1,16_a,f,g,h 1 13372686 | 13388949 1,16_p
1 | 13426924 | 13439675 3,10,13_p 1 | 13474968 | 13477684 3,10,13_a,c,e,g,h,k,t
1 | 13474968 | 13481324 8,9,5,6_a,c,e,g,h k.t 1 | 13474968 | 13482087 3,10,13_a,c,e,g,h k.t
1 13477684 | 13481324 8,9,5,6_a,c,g,h k.t 1 13477684 | 13482087 3,10,13_a,c,g,h k.t
1 13477684 | 13497200 1,5,6_a,c,g,h k.t 1 13477684 | 13497687 22 a,c,g,hk,t
1 13480405 | 13481324 8,9,5,6_g 1 13480405 | 13482087 3,10,13_¢g
1 13480405 | 13497200 1,5,6_g 1 13480405 | 13497687 22 g
1 13496635 | 13497200 1,5,6_0,i,l,m 1 13496635 | 13497687 22 0,i,l,m
1 13549644 13567394 16,5,6_q 1 13566717 13567394 18,19 q
1 13566717 | 13584790 18,19 g 1 13583283 | 13584790 18,19 q
1 13602901 | 13604257 7,89 f,g 1 13625144 | 13625763 17 k,s
1 13809416 | 13809819 22_v,0,i,l,m 1 13809416 | 13810065 22 a.e,f,g
1 13812115 | 13812677 5,6_a,e,g,t,u,0,i,],m 1 13871085 | 13871655 16,5,6_a,e,f,g,h,u,0,i,l,m
1 13880267 | 13880864 1,5,6_e,0,i,l,m 1 13880267 | 13883809 17_e,0,i,l,m
1 13882864 | 13883809 17 p,s 1 13980242 | 13983019 9,5,6_a,g
1 13980242 | 13990783 5,6_a,g 1 13981933 | 13983019 9,5,6_h,t,0,i,l,m
1 13981933 | 13990783 5,6_h,t,0,i,1,m 1 14015253 | 14015850 5,6_e,t,0,i,1,m
1 | 14015253 | 14016671 5,6_e,t,0,i,1,m 1 | 14298874 | 14300189 18,19_u,0,i,l,m
1 14298874 14302282 14_u,0,i,l,m 1 14298959 14300189 18,19 q
1 14298959 | 14302282 14 q 1 15644802 | 15645497 5,6_t
1 | 15941763 | 15942490 14 0,,l,m 1 | 15941763 | 15943617 | 14.ac.efgt,u,0,i,l,m
1 15941763 | 15947507 14 f 1 15962349 | 15963568 7,89 a,g
1 16071680 | 16079854 17 p,s 1 16072067 | 16079854 17 p,s
1 16076876 | 16079854 17 p,s 1 16140676 | 16147912 17_q
1 16144969 16147912 18,19 q 1 16161842 16163891 15_n
1 16262258 | 16264992 16,5,6_e,f,g,0,i,1,m 1 16319788 | 16329742 | 18,19 a,e,f,g,h,t,v,0,i,l,m
1 16327884 | 16329742 14 ae,f,g,h,t,v,0,i,l,m 1 16329702 | 16345409 18,19_g
1 16396793 | 16398593 23_s,w 1 16396793 | 16403442 16,5,6_s,w
1 16402889 | 16403442 16,5,6_e,f,h,v,0,i,]l,m 1 16424452 | 16426585 7,8 a.e,f,g
1 16480134 16480524 17_s 1 16542510 16549372 23w
1 16545818 | 16549372 23w 1 16593193 | 16595574 1,7,16,5,6_f,g,0,i,1,m
1 | 16701852 | 16704396 15.n 1 | 16758988 | 16761366 3,10,13_a,c,e,g,h,k,t
1 16794283 | 16794915 22 v 1 16794283 | 16806609 22 a,f,g.h,v,0,i,l,m
1 16794283 | 16810394 22 a,f,g,0,i,l,m 1 16808590 | 16810394 14 a,f,g,0,i,l,m
1 16808590 | 16822878 14 j 1 16808590 | 16825327 14_h,v,0,i,l,m
1 16809429 | 16810394 14 a,f,g,0,i,l,m 1 16809429 | 16822878 14
1 16809429 | 16825327 14_h,v,0,i,l,m 1 16809429 | 16828809 14 a.ef,g,h,t,v,0,il,m
1 | 16824713 | 16825327 22 h,v,0,i,L,m 1 | 16824713 | 16828809 | 22.a.e,f,gh,t,v,0,i,l,m
1 16824713 16830454 22 n 1 16824713 16831259 22 n
1 16826958 | 16828809 14 a.ef,g,h,t,v,0,i,l,m 1 16826958 | 16830454 14.n
1 16826958 16831259 14_n 1 16828809 16830454 15_n
1 16828809 | 16831259 15 n 1 16861072 | 16861616 5,6_e,f,g,h,t,v,0,i,l,m
1 16861072 | 16862351 18,19_e,f,g,h,t,v,0,i,l,m 1 16861072 | 16866512 18,19_e,f,g,h,t,v,0,i,]l,m
1 | 16861072 | 16867441 | 18,19_e,f,g,h,t,v,0,i,L,m 1 | 16861072 | 16879660 | 18,19 ef,g,h,t,v,0,i,,m
1 16862348 | 16866512 18,19 q 1 16862348 | 16867441 18,19 q
1 16862348 | 16879660 18,19 q 1 16863079 | 16866512 18,19 q
1 16863079 | 16867441 18,19 q 1 16863079 | 16879660 18,19 q
1 | 16906240 | 16907172 14 0,i,l,m 1 | 16906240 | 16908303 14 e f0,i,l,m
1 16968287 | 16970677 1,16,5,6_¢e,f,g,0,i,l,m 1 16968463 | 16970677 1,16,5,6_a,f,g,0,i,1,m
1 16999931 | 17001250 22 a,f,g,0,i,l,m 1 16999931 | 17001394 14 a,f,g,0,i,l,m
1 17000836 | 17001250 22 h,v,0,i,l,m 1 17000836 | 17001394 14_h,v,0,i,l,m
1 17104629 | 17113064 18,19.n 1 17104629 | 17113293 18,19 q
1 17104629 17114004 18,19 q 1 17104629 17116889 18,19_f
1 17104708 | 17113064 18,19.n 1 17104708 | 17113293 18,19 q
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Chr Début Fin Combinaisons 5°_3’ Chr Début Fin Combinaisons 5’ 3’

1 17104708 | 17114004 18,19 q 1 17104708 | 17116889 18,19 f

1 17109968 | 17113064 18,19 n 1 17109968 | 17113293 18,19 q

1 17109968 | 17114004 18,19 q 1 17109968 | 17116889 18,19 f

1 17110837 | 17113064 18,19 n 1 17110837 | 17113293 18,19 q

1 17110837 17114004 18,19 q 1 17110837 17116889 18,19_f

1 17111269 17113064 21.n 1 17111269 17113293 21 q

1 17111269 | 17114004 21 q 1 17111269 | 17116889 21 f

1 17116849 | 17117888 5,6_g,0,i,l,m 1 17334881 | 17335645 9,5,6_a,e,f,g,h,v,0,i,l,m

1 17407227 | 17408196 18,19 q 1 17407227 | 17408634 18,19_q

1 17504670 | 17505246 16,5,6_e,f,0,i,l,m 1 17553628 | 17555437 14 u

1 17607990 | 17608574 5,6_e,h,t,0,i,1,m 1 17903531 | 17904486 14 0,i,l,m

1 17903531 | 17905609 14 af,g,0,i,l,m 1 18024681 | 18026338 17_s

1 18290861 | 18291285 22 v 1 18303938 | 18304809 5,6_a,e,g,t,0,i,l,m

1 18324272 18325067 17_p 1 18635807 18636613 17p

1 18635807 | 18637463 17 p 1 18636856 | 18637463 17 k,s

1 18769521 | 18770285 16,5,6_e,f,g,h,0,i,l,m 1 18793771 | 18794515 14 af,g,0,i,l,m

1 18793771 | 18795418 14 o,i,l,m 1 18793771 | 18796531 | 14 a,c,e,f,g,h k,t,v,0,i,l,m

1 18794595 | 18795418 14 o0,i,l,m 1 18794595 | 18796531 | 14 a,c,e,f,g,h k,t,v,0,i,l,m

1 18796491 | 18808780 5,6_g 1 18984310 | 18985044 5,6_t

1 19058090 | 19059263 17 p 1 19058090 | 19060232 17 p

1 | 19058090 | 19066573 17_g,0,i,l,m 1 | 19058090 | 19067267 17_g,0,i,l,m

1 19058090 | 19068259 17_a.ef,g,h,t,v,0,i,l,m 1 19065633 | 19066573 14 g,0,i,l,m

1 19065633 | 19067267 14 g,0,i,l,m 1 19065633 | 19068259 14 ae,f,g,h,t,v,0,i,l,m

1 19088767 | 19090510 14 u 1 19149293 | 19152291 ,

1 19175728 | 19177469 14 u 1 19238385 | 19241069 12

1 19330906 | 19332928 14 af,g,0,i,l,m 1 19330906 | 19341054 22 a,f,g,0,i,lm

1 19331980 | 19332928 14 ae,f,g,0,i,l,m 1 19331980 | 19341054 22 a,e,f,g,0,i,1,m

1 19395855 19397984 15 n 1 19406968 19407142 18,19 q

1 19468759 | 19470617 14 ae,f,g,h,t,v,0,i,l,m 1 19669616 | 19670343 9,5,6_¢e,f,g,0,i,1,m

1 19728423 | 19740251 14 u 1 19745208 | 19745805 16,5,6_e,t,0,i,l,m

1 19766429 | 19767278 21.n 1 19766429 | 19773240 21 a,e,f,g,h,t,v,0,i,l,m

1 19771658 | 19773500 14_a,e,f,g,u,0,i,l,m 1 19772692 | 19773240 | 16,5,6_a,e,f,g,h,t,v,0,i,l,m

1 19945052 | 19949058 12 j 1 20170339 | 20171222 5,6_¢,f,h,t,v,0,i,l,m

1 20170339 | 20176476 5,6_e,f,h,t,v,0,i,1,m 1 20175729 | 20176476 5,6_e,t,0,i,1,m

1 | 20209022 | 20209572 1,5,6_e,fh,t,v,0,i,l,m 1 | 20512504 | 20513088 5,6_¢,h,u,0,i,l,m

1 20517346 | 20518239 5,6,9_0,i,1,m 1 20707581 | 20708240 17 p

1 | 20823348 | 20824288 17_p 1 | 20975738 | 20977965 1,7,16,5,6_f,g,0,i,l,m

1 | 21107020 | 21108761 11_e,f,g,u,0,i,,m 1 | 21107020 | 21108853 9,5,6_e,f,g,1,0,i,1,m

1 21131654 | 21132534 5,6_a,e,f,g,t,0,i,l,m 1 21263811 | 21264695 18,19_q

1 21339609 | 21340190 5,6_0,1,1,m 1 21391663 | 21392663 5,6_a,f,g,0,i,l,m

1 | 21431824 | 21432419 17_s 1 | 21618962 | 21619815 | 9,5,6.a.e,f,g,h,t,v,0,i,l,m

1 | 21742741 | 21743305 | 9,5,6.a.e,f,h,t,v,0,i,L,m 1 | 21791858 | 21792523 17.p

1 21828116 | 21828781 17 p 1 21875887 | 21881021 7,8,9_q

1 | 21922099 | 21922648 16,5,6_e,0,i,1,m 1 | 22195672 | 22196216 16,5,6_a,e,,t,0,i,1,m

1 | 22453596 | 22455669 | 14 aef,gh,t,v,0,il,m 1| 22624255 | 22625045 | 1d.a.c.efghk,v,0,ilm

1 22624255 | 22625969 | 14 a,c,e,f,ghk,v,0,i,l,m 1 22625444 | 22625969 14 o0,i,lm

1 | 22832282 | 22832937 17_s 1 | 22855239 | 22857867 | 3,10,13.a,c,hk,t,0,i,1,m

1 22856860 | 22857867 | 3,10,13_a,c,h,k,t,0,i,l,m 1 22995597 | 22996386 14 a,c,e,f,g,h k,v,0,i,I,m

1| 22095597 | 22097725 | 14.a.c.e,f,ghk,v,0,i],m 1 | 22996785 | 22097725 14 0,i,l,m

1 23128796 | 23129357 16,5,6_e,0,i,l,m 1 23177619 | 23178869 14 u

1 | 23217331 | 23219183 14 af,g,0,i,l,m 1 | 23557456 | 23558103 14 a,e,f,ght,v,0,i,L,m

1 23879809 | 23880930 14 a,e,f,g k,0,i,l,m 1 24536992 | 24538090 9,5,6_a,c,e,g,k,0,i,l,m

1 24722137 | 24722700 5,6_¢e,h,t,0,i,l,m 1 25361487 | 25362084 5,6_€,0,i,l,m

1 25966128 | 25966919 14 ae,f,g,0,i,l,m 1 26173058 | 26175142 14_a,e,f,g,0,i,l,m

1 26310623 | 26311167 16,5,6_e,f,v,0,i,l,m 1 26514333 | 26514888 9,5,6_¢,0,i,l,m

1 26884383 | 26884937 16,5,6_e,0,i,l,m 1 27244381 | 27244936 9,5,6_¢e,f,h,v,0,i,l,m

1 28315340 | 28316290 17 p 1 28754794 | 28755208 22 v

1 28896274 | 28896823 5,6_e,0,i,1,m 1 29083309 | 29083906 5,6_a,e,g,t,0,i,l,m

1 29249036 | 29249578 5,6_a,e,g,t,u,0,i,l,m 1 29779154 | 29780032 9,5,6_a,e,g,t,0,i,l,m

1 30255870 | 30256659 14 a,c,e,f,g,h.k,v,0,i,l,m 1 30255870 | 30257998 14 a,c,e,f,g,h k,v,0,i,l,m

1 30255870 | 30260414 14_a,c,e,f,g,h k,v,0,i,l,m 1 30257058 30257998 14_f0,i,I,m

1 30257058 | 30260414 14 f,o0,i,l,m 1 30258034 | 30260414 14 a.e,f,g,0,i,l,m

2 126927 128151 7,16_g 2 238046 238123 15,21 n

2 238046 241922 15,21 q 2 240845 241922 18,19_q

2 499984 502058 14 af,g,0,i,l,m 2 499984 511337 14 v

2 510987 511337 22 v 2 542307 544163 14_a,e,f,g,k,u,0,i,l,m

2 707441 723165 14_h 2 715662 716838 17 p

2 715662 728072 23 p 2 721903 723165 17_h

2 723125 728072 23_h,t,0,i,l,m 2 725859 728072 23w

2 791410 793900 7,89 v 2 794446 795635 17_p

2 825443 826272 5,6_e,0,1,1,m 2 979824 980613 14 ae,f,gh,0,i,l,m

2 1038046 1038909 | 5,6_a,e,f,g,h,t,u,v,0,il,m 2 1038046 1049404 17_a.ef,g,h,t,u,v,0,i,l,m

2 1048325 1049404 17 p 2 1075836 1076403 17_s

2 1087659 1088933 18,19 q 2 1087659 1089963 18,19 q
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Chr Début Fin Combinaisons 5’_3’ Chr Début Fin Combinaisons 5°_3’
2 1087659 | 1092283 18,19 ¢q 2 1088986 | 1089963 18,19 q
2 1088986 | 1092283 18,19 q 2 1089388 | 1089963 18,19_q
2 1089388 | 1092283 18,19 ¢q 2 1089961 | 1092283 18,19 q
2 1090121 | 1092283 18,19 q 2 1090279 | 1092283 18,19 q
2 1126464 1127487 17_p 2 1212983 1219988 15_r
2 1233681 1234504 3,10,13_h 2 1280864 1281518 17_s
2 1286166 | 1286933 22_v 2 1302354 | 1303109 1,9,5,6_e,f,g,0,i,l,m
2 | 1321967 | 1322852 9,5,6_e,t,0,i,L,m 2 | 1347209 | 1348072 9,5,6_a,e,g,t,0,i,L,m
2 1367472 | 1368498 9,5,6_a,c,e,f,g,k,t,0,i,1,m 2 1367472 | 1374277 11_a,c,e,f,g,k,t,0,i,1,m
2 | 1367472 | 1384410 5,6_a,c,e,f,g,k,t,0,i,l,m 2 | 1383550 | 1384410 5,6_a,e,g,t,0,i,L,m
2 | 1409584 | 1410151 5,6_0,i,l,m 2 | 1441891 | 1446897 17_f,g,h,0,i,l,m
2 | 1458844 | 1460921 14 u,0,i,l,m 2 | 1552028 | 1552858 5,6_h,t,0,i,1,m
2 1596916 | 1597475 5,6_e,t,0,i,1,m 2 1669788 | 1670330 5,6,16_0,i,1,m
2 | 1691161 | 1692148 17.p 2 | 1788917 | 1789902 5,6_h,t,0,i,1,m
2 1804014 | 1821389 4.d 2 1847205 | 1858451 7,8 w
2 1847641 | 1858451 7,8,9-w 2 1902860 | 1903641 18,19_q
2 1939906 | 1948488 17 af,g 2 1940154 | 1948488 17_c,g,ht
2 1947591 | 1948488 17 p 2 1947591 | 1963668 17 p
2 1962765 | 1963668 17 p,s 2 1987731 | 1988685 17 p
2 2016981 | 2020884 18,19 n 2 2018362 | 2020884 15_n
2 | 2058072 | 2059184 17 p,s 2 | 2117334 | 2121242 4 aef,gkt,o,il,m
2 | 2117334 | 2129288 8,5,6_a.e,f,g.k,t,0,i,,m 2 | 2117334 | 2130303 | 18,19_a.efgk.t,0,i,l,m
2 2118110 | 2121242 4.d 2 2118110 | 2129288 8,5,6_d
2 | 2118110 | 2130303 18,19.d 2 | 2138817 | 2139381 | 1,5,6_e,fh,t,v,0,i,l,m
2 2174239 | 2175666 21_n 2 2219190 | 2219855 9,5,6_a,e,g,0,i,l,m
2 | 2240577 | 2241227 17_c.k,s,w 2 | 2240577 | 2256585 18,19_c k,s,w
2 2246165 | 2256585 18,19 b 2 2246165 | 2262401 1,9,5,6 b
2 | 2261415 | 2262401 1,9,5,6_e,f,g,t,0,i,L,m 2 | 2297109 | 2297757 17 ks
2 2297109 | 2299661 17_e,0,i,l,m 2 2299064 | 2299661 5,6_e,0,i,1,m
2 2320059 | 2320930 5,6_a,e,f,g,h,t,v,0,i,l,m 2 2320059 | 2325721 5,6_f
2 2320059 | 2326983 5,6_f,g,0,i,l,m 2 2320059 | 2327232 5,6_f,g
2 2338945 | 2340269 18,19_q 2 2442262 | 2443214 5,6_e,f,g,0,i,1,m
2 2517549 | 2520193 1,7,16 ¢ 2 2629305 | 2630941 7,8 a.ef,g
2 2653112 | 2659258 7,8 g 2 2734775 | 2735211 22 v
2 2738275 2739754 23.s,w 2 2820417 2820852 22 v
2 2843834 | 2850690 17_e,0,i,l,m 2 2843834 | 2852357 17s
2 | 2844639 | 2850690 8,5,6_¢,0,i,1,m 2 | 2844639 | 2852357 8,5,6_s
2 | 2911725 | 2913287 7,8.a.e,f,g,0,i,l,m 2 | 2911971 | 2913287 7.8.a,fg
2 2961259 | 2962331 17_g 2 2962291 | 2962801 14_a,ef,g t,0,i,l,m
2 3191174 | 3191784 17_s 2 3191174 | 3198498 9,5,6_s
2 3192306 | 3193960 16,5,6_n 2 3192306 | 3195996 16,5,6_ n
2 3192306 | 3212271 16,5,6_a,f,g,0,i,l,m 2 3192306 | 3212362 16,5,6_g
2 3192429 | 3193960 15 n 2 3192429 | 3195996 15 n
2 | 3192429 | 3212271 15.a,f,g,0,4,l,m 2 | 3192429 | 3212362 15.¢
2 3197360 | 3198498 9,5,6_h,v,0,i,l,m 2 3197360 | 3211631 22_h,v,0,i,l,m
2 3197360 | 3213350 14_h,v,0,i,l,m 2 3197615 | 3198498 9,5,6_e,0,i,l,m
2 3197615 3211631 22_e,0,i,l,m 2 3197615 3213350 14_e,0,i,l,m
2 3212231 3213350 14 f.g 2 3212231 3218098 22 f,g
2 | 3212322 | 3213350 14 ae,f,g,h,t,v,0,,1,m 2 | 3212322 | 3218098 | 22.a.e,f.ghtv,0,ilm
2 3598084 | 3598726 17_s 2 3727343 | 3728601 7,8,9,16_a,e,f,g,0,i,l,m
2 | 3937053 | 3940463 15.n 2 | 4031284 | 4032072 | 14.a,c.ef,g,hk,v,0,i,l,m
2 4092156 | 4093662 18,19 q 2 4092156 | 4094540 18,19 q
2 4093662 | 4094540 18,19_q 2 4153829 | 4155183 8,9,5,6_a,f,g,0,i,l,m
2 4314360 | 4314784 22_v 2 4357213 | 4358656 18,19 ¢
2 4358616 | 4360640 9,5,6_a,e,f,g,v,0,i,l,m 2 4358616 | 4362792 17_a,e,f,g,v,0,i,l,m
2 4358616 4368261 18,19_a,e,f,g,v,0,i,l,m 2 4361881 4362792 17_p
2 4361881 | 4368261 18,19 p 2 4457892 | 4458619 17_p
2 4478897 | 4479546 17_s 2 4478897 | 4483362 17n
2 4481504 | 4483362 15 n 2 4658105 | 4661376 7,8 a,e,g h k,0,i,l,m
2 | 4658773 | 4661289 1,16,5,6_a,c,h,t 2 | 4753826 | 4755843 18,19_q
2 4754021 | 4755843 18,19 q 2 4765183 | 4765777 5,6_e,0,i,1,m
2 4765183 | 4766954 17_e,0,i,l,m 2 4766145 | 4766954 17_p
2 4791907 | 4801035 2.u 2 4803429 4804420 9,5,6_e,f,0,i,I,m
2 4948582 | 4952253 22 ¢ 2 5017169 | 5017733 1,5,6_a,e,g,k,t,0,i,1,m
2 5044833 | 5045394 | 1,9,5,6_a.e,f,g h,t,v,0,i,lm 2 5055631 | 5056760 18,19 q
2 5080143 | 5087968 3,10,13_f 2 5354208 | 5355206 9,5,6_h,t
2 5431529 5433456 23.s,w 2 5472005 5474085 14_u
2 5614526 | 5615673 18,19 q 2 5654748 | 5655421 18,19 q
2 5843829 | 5844646 17_p,s 2 6010847 | 6011886 5,6_a,c,e,t,0,i,1,m
2 6010847 | 6013302 3,10,13_a,c,e,t,0,i,l,m 2 6010847 | 6020525 20_a,c,e,t,0,i,l,m
2 6066670 | 6077867 2_b 2 6090825 | 6094816 15_c,g
2 6090825 | 6108457 14 c,g 2 6091172 | 6092407 14_u
2 6091172 | 6109808 14 u 2 6092970 | 6094816 15 n
2 6092970 6108457 14.n 2 6093724 6094816 15 n
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Chr Début Fin Combinaisons 5°_3’ Chr Début Fin Combinaisons 5’_3’

2 6093724 6108457 14 n 2 6106612 6109808 14_u

2 6107314 6108457 14 _a,e,f,g,h.k,u,0,i,l,m 2 6206514 6215590 12_hk

2 6212701 | 6215590 3,10,13_h,k 2 6213677 | 6214232 | 16,5,6.a.e,f,g,h,t,v,0,i,L,m

2 6269029 6270285 17 p 2 6269029 6279178 17_af,g

2 6304288 6305069 18,19 q 2 6325950 6328356 23_w

2 6334748 6352095 15n 2 6378297 6381304 3,10,13_c,g,h k

2 6418231 6419233 1,9,5,6_e,f,g,t,0,i,l,m 2 6476177 6476873 15 n

2 6528510 6530701 3,10,13_h 2 6636353 6636954 17_s

2 6664571 6665545 5,6_g,t,0,i,1,m 2 6664571 6671202 5,6_a,c,e,f,g,h k,v,0,ilm

2 6668043 6671202 14 a,c,e,f,g,h.k,v,0,i,l,m 2 6681197 6690194 17_p

2 6685533 6687910 1,7,16,5,6_f,g,0,i,l,m 2 6689255 6690194 17 p

2 6859748 6862117 1,7,16,5,6_a,e,f,g,v,0,i,l,m 2 6908273 6909003 9,5,6_a,e,g,t,0,i,l,m

2 6930373 6932458 14 a,e,f,g,0,i,l,m 2 6953237 6953673 22 v

2 7029378 | 7030871 7.8,9_a.e,f,g,0,i,l,m 2 7030831 | 7031367 18,19_f

2 7100902 7101634 5,6_e,0,i,1,m 2 7100902 7120009 5,6_a,c,e,f,g,h k,v,0,ilm

2 7118866 7120009 14 a,c,e,f,g,h.k,v,0,i,l,m 2 7160877 7161817 14 0,i,l,m

2 7160877 7176605 14 o,i,l,m 2 7175312 7176605 14_f,0,i,],m

2 7175312 7184674 5,6_f,0,i,1,m 2 7175312 7185505 5,6_f,0,i,1,m

2 7183822 7184674 5,6_e,t,0,i,l,m 2 7183822 7185505 5,6_e,t,0,i,l,m

2 7184672 7185505 5,6_a,e,f,g,t,v,0,i,1,m 2 7185501 7186096 5,6_a,e,g,t,0,i,l,m

2 7347463 | 7348023 16,5,6_e,f,h,v,0,i,l,m 2 7347463 | 7358628 | 16,5,6.a.e.f,g,h,t,v,0,i,l,m

2 7354868 7358628 17_a,ef,g,h,t,v,0,i,l,m 2 7357736 7358628 5,6_a.e,f,g.h.t,v,0,i,l,m

2 7446035 7446804 1,9,5,6_h,t 2 7573631 7574706 9,5,6_a,c,e,f,g,k,t,0,i,1,m

2 7657442 7658062 22 v 2 7736377 7737651 22 q

2 7820484 7821772 14 af,g0,i,l,m 2 8035448 8037831 5,6_a,e,f,g,h k,0,i,],m

2 8035448 8053350 1,9,5,6_a,e,f,g,h.k,0,i,l,m 2 8052774 8053350 1,9,5,6_e,k,0,i,l,m

2 8052774 8069181 17_e,k,0,i,l,m 2 8179917 8180781 9,5,6_e,t,0,i,l,m

2 8243344 8244498 17_p,s 2 8861453 8862342 18,19 q

2 8900618 8902246 20_r 2 8914532 8915076 5,6_e,f,g,h,t,v,0,i,l,m

2 9036888 9037755 9,5,6_a,e,g,t,0,i,l,m 2 9098219 9099202 9,5,6_t,0,i,1,m

2 9232556 9233104 9_e,0,i,l,m 2 9232556 9236258 16,5,6_e,0,i,1,m

2 9235717 9236258 16,5,6_a,e,g,t,0,i,1,m 2 9440171 9440648 16,5,6_a,e,g,t,0,i,1,m

2 9591687 9592434 9,5,6_e,f,h,t,v,0,i,l,m 2 9619101 9620020 5,6_a,e,f,g,0,i,l,m

2 9843571 9844098 8,5,6_h,t,0,i,l,m 2 9867035 9867593 16,5,6_e,f,h,0,i,l,m

2 10025153 10027535 1,16,5,6_a,f,g,0,i,l,m 2 10043614 10047099 12

2 10077180 | 10078043 5,6_e,0,i,1,m 2 10262066 | 10263126 17_s

2 10262066 10264272 3,10,13_s 2 10358652 10359540 18,19_q

2 10413581 10414173 22_h,v,0,i,l,m 2 10472308 10473535 16_c

2 10474356 | 10476158 14 u 2 11003261 | 11004120 | 5,6_a,c,e,f,g,hk,t,v,0,i,l,m

2 | 11135890 | 11136295 22 kv 2 | 11292193 | 11204238 14 a,e,f,g,ht,v,0,i,L,m

2 11293274 11294238 14 0,i,l,m 2 11404563 11406454 14 u

2 11562480 | 11563379 18,19 q 2 11604370 | 11604956 16_e,0,i,l,m

2 11915953 | 11916796 5,6_e,0,i,1,m 2 12100559 | 12101501 14 o0,i,l,m

2 12150781 12151854 17_p 2 12561112 12563279 14_u

2 12563731 | 12564280 5,6_e,0,i,1,m 2 12808071 | 12809030 14_0,i,l,m

2 12808071 | 12810170 14 a,e,f,g,0,i,l,m 2 13071584 | 13075465 12

2 13108887 | 13109436 | 16,5,6_a.e,f,g,h,t,v,0,i,l,m 2 13273992 | 13274947 14_0,i,l,m

2 | 13273992 | 13276081 14_ef0,i,l,m 2 | 13342001 | 13345153 14 ae,f,g,0,il,m

2 13893008 | 13893555 5,6_f,0,i,1,m 2 13913744 | 13915797 14 a.e f,g,0,i,l,m

2 14578973 | 14579824 5,6_¢,f,0,i,l,m 2 15141304 | 15141850 5,6_e,f,h,t,v,0,i,l,m

2 | 15378177 | 15378958 18,19_q 2 | 17260236 | 17262310 14 f,0,i,l,m

2 17261365 | 17262310 14 o,i,l,m 2 17306500 | 17307232 18,19 ¢q

2 17306500 | 17307512 18,19_q 2 17999621 | 18000164 5,6_e,f,v,0,i,],m

2 17999621 18000227 16,5,6_e,f,v,0,i,l,m 2 19202480 19203826 14 u

2 19275667 | 19276267 22 v 2 19420986 | 19421723 5,6_h,t

2 19535011 | 19535918 18,19 q 2 19630172 | 19630715 5,6_e,0,i,l,m

3 538788 539202 22 v 3 1283143 1283997 17 p

3 1341718 | 1342247 5,6_c,h,t,0,i,,m 3 1571386 | 1572131 | 14.acefghkv,0,i],m

3 2628489 2630252 14 u 3 2647198 2648519 18,19 q

3 2019936 | 2920519 5,6_h,t,0,i,1,m 3 3080030 | 3080595 16,5,6_e,0,i,1,m

3 3716348 3717217 14 a.e,f,g,v,0,i,l,m 3 3987686 3988443 18,19 q

3 4274937 4289116 | 1,7,16,5,6_a,e,f,g,h,0,i,l,m 3 4551556 4552322 16,5,6_a,e,f,g,h,v,0,i,l,m

3 4579244 4579712 9,5,6_f,0,i,,m 3 4579244 4585303 9,5,6_a,e,g,h,t,0,i,l,m

3 4579672 4585261 17 g 3 4584763 4585303 5,6_a,e,g,h,t,0,i,l,m

3 4795963 4796835 18,19 q 3 4795963 4797021 18,19 q

3 4977275 4978019 5,6_e,t,0,i,1,m 3 5379344 5380237 18,19 q

3 5406658 | 5407231 1,7.8.f,g 3 5590765 | 5591642 9,5,6_¢,0,i,1,m

3 5622037 5624129 14 u 3 5865870 5866434 5,6_a,e,g,t,0,i,l,m

3 6052701 6054920 15 n 3 6728931 6729504 5,6_a,e,f,g,h,t,v,0,i,l,m

3 6940605 6941489 9,5,6_e,f,v,0,i,l,m 3 6991501 6992369 18,19 ¢q

3 6991501 6992791 18,19_q 3 6991501 6993214 18,19 q

3 7291171 7291973 18,19 q 3 7318508 7319275 1,9,5,6_a,e,f,g,h,v,0,i,l,m

3 7658942 7659527 16,5,6_e,h,0,i,l,m 3 7765528 7766849 17 p

3 7766069 | 7766623 16,5,6_¢,0,i,1,m 3 7936991 | 7937577 16,5,6_¢,h,0,i,1,m
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Chr Début Fin Combinaisons 5°_3’ Chr Début Fin Combinaisons 5°_3’
3 7980090 7980639 16,5,6_a,e,g,t,0,i,l,m 3 7980090 7996642 14 a,e,g,t,0,i,l,m
3 7981215 7982106 5,6_a,e,f,g,0,i,1,m 3 7981215 7994876 5,6_g
3 7994836 7996642 14 a.e,f,g,0,i,l,m 3 8596111 8596973 5,6_e,t,0,i,l,m
3 8596111 8614552 7,8 e,t,0,i,1,m 3 8613588 8614552 7,8 a,f,g
3 8644749 | 8645345 | 5,6.aef,gh,v,0,il,m 3 8772154 | 8772892 1,9,5,6_h,t,0,i,1,m
3 8874904 8875681 17 p 3 8874904 8884071 17 p
3 8883285 8884071 17 p 3 9257757 9258725 17 p
3 9541696 9542484 5,6_a,e,f,g,h,v,0,i,l,m 3 9559440 9560919 14_u,0,i,l,m
3 9767594 9768865 14 af,g,0,i,l,m 3 9768920 9769339 22 h
3 9891286 9892211 14 aef,g,v,0,il,m 3 10050151 | 10050786 17s
3 10083297 | 10084064 | 16,5,6_a.e,f,g,h,v,0,i,l,m 3 10177909 | 10179013 17 p
3 10202900 | 10203856 17 p 3 10321649 | 10322677 14 a.ef,g,h,t,v,0,ilm
3 10406633 | 10407195 9,5,6_e,0,i,l,m 3 10406633 | 10418908 9,5,6_p
3 | 10418103 | 10418908 17_p 3 | 10510757 | 10512990 9,5,6_a,e,f,g,v,0,i,L,m
3 10557369 | 10558582 14 a.f,g,0,i,l,m 3 10575588 | 10587211 15_a,e,f,g,0,i,l,m
3 10643525 | 10645021 18,19 q 3 10682629 | 10683188 | 16,5,6_a,e,f,g,h,t,v,0,i,l,m
3 10709862 | 10710415 16,5,6_e,f,h,v,0,i,1,m 3 10719031 | 10719581 5,6_e,0,i,1,m
3 10752353 | 10753601 20_r 3 10752353 | 10759816 9,5,6_r
3 10759239 | 10759816 9,5,6_e,0,i,l,m 3 10792350 | 10792785 22_v
3 10821723 | 10822682 14 f,0,i,l,m 3 10826380 | 10826998 17_s
3 10826380 10839299 17_n 3 10826380 10844594 17_q
3 10837539 | 10839299 21.n 3 10837539 | 10844594 21 q
3 10842787 | 10844594 18,19 q 3 10863638 | 10867285 14 u
3 10901999 | 10902882 9,5,6_¢,0,i,l,m 3 10901999 | 10907557 9,5,6_e,g,t,0,i,1,m
3 10906555 | 10907557 5,6_e,g,t,0,i,1,m 3 10909241 | 10909710 22_v
3 10978828 | 10981421 2 b 3 10998419 | 10999040 17 p
3 10998419 | 11002445 23_p 3 10999839 | 11002445 23.q
3 11000195 11002445 23w 3 11054245 11073493 2_n
3 11091677 | 11092239 5,6_e,t,0,i,1,m 3 11111985 | 11113301 7,8,9_ae,f,g,h,0,i,l,m
3 11111985 | 11113551 7,8,9_a,e,f,g,0,i,l,m 3 11133439 | 11133981 16,5,6_e,f,h,t,v,0,i,l,m
3 11168038 | 11168629 17s 3 11168038 | 11177375 9,5,6_s
3 11171061 | 11177375 9,5,6_e,f,0,i,1,m 3 11171061 | 11189703 9_e,f,0,i,I,m
3 | 11189113 | 11189703 | 9.a,c,e,g,h,k,s,t,0,i,l,m 3 | 11189113 | 11204009 | 15_a,c,e,gh.k,s,t,0,4,l,m
3 11201049 11205256 17_p 3 11201691 11204009 15 n
3 11201861 11205256 14 p 3 11244730 11247825 15 n
3 11245403 | 11247825 15_n 3 11287700 | 11288711 9,5,6_e,0,i,l,m
3 11306601 11309560 7,8_g 3 11306601 11309692 7,8 f,g
3 11306601 | 11316787 7,8_e,f,h,0,i,l,m 3 11316244 | 11316787 1,9,5,6_e,f,h,0,i,l,m
3 11346999 | 11348885 15n 3 11377558 | 11384467 2 b
3 11458038 | 11458782 9,5,6_e,t,0,i,1,m 3 11537751 | 11542381 9,5,6_h,t,0,i,l,m
3 | 11537751 | 11554419 17_h,t,0,i,l,m 3 | 11538323 | 11541947 14 n
3 11540368 11541947 15 n 3 11553442 11554419 17_p
3 11696670 | 11698356 7,89 aefg 3 11765029 | 11766325 7,8,9,16_a,f,g,h
3 | 11765029 | 11768348 7,8,9,16_a,f,g,0,i,1,m 3 | 11826287 | 11828507 15.n
3 11826287 | 11828792 15,21 n 3 11865709 | 11866782 17 p
3 11930411 | 11932676 7,8,9_a,f,g,0,i,l,m 3 11961880 | 11962772 17 p
3 11961880 | 11969753 2. p 3 11965345 | 11969753 2 b
3 11970132 | 11971095 14 a,e,f,g,u,0,i,l,m 3 12149225 | 12160591 2_b
3 12662096 12664477 16_a,e,f,g,v,0,i,l,m 3 12801093 12817205 9,5,6_a,e,f,g,h
3 12885503 | 12886556 18,19 q 3 12901612 | 12907241 2_b
3 13261564 13266234 2_b 3 13261564 13274289 2.q
3 13273242 | 13274289 18,19 q 3 13299026 | 13300073 18,19 q
3 13300855 | 13307523 2b 3 13300855 | 13311680 5,6_b
3 13300855 | 13317816 2.b 3 13310508 | 13311680 5,6_b
3 13310508 | 13317816 2.b 3 13331147 | 13332294 | 14 a,c,e,f,g,hk,t,v,0,i,],m
3 13487652 | 13493193 4d 3 13834327 | 13834934 17s
3 13834327 | 13852087 17_h 3 13852047 | 13854357 | 3,10,13_a,c,g,h k,t,0,i,l,m
3 13852233 | 13854357 3,10,13 ¢ 3 14068110 | 14068672 5,6_f,0,i,1,m
3 14153985 | 14169036 17 k,s 3 14283645 | 14297958 18,19 q
3 | 14283943 | 14296438 | 16,5,6_a.e,g,k,0,i,l,m 3 | 14308028 | 14310841 17.p
3 14530898 | 14546231 3,10,13_¢c,h,k 3 14570067 | 14570843 17 p
3 14796181 | 14796536 22 v 3 14847911 | 14848413 18,19 q
3 14914225 14916174 1,7,16,5,6_c,h,t 3 15031814 15032873 9,5,6_a,e,g,0,i,l,m
3 15099715 | 15102497 2 b 3 15199358 | 15199968 17_s
3 15289600 | 15304550 14 u,o0,i,l,m 3 15349833 | 15360713 18,19_a,c,h k.t
3 15495517 | 15496737 14 ae,f,g,0,i,l,m 3 15514676 | 15516469 21 n
3 15577120 15577733 18,19 q 3 15694252 15696636 2_b
3 15746920 | 15760851 9,5,6_p 3 15746920 | 15761061 21 p
3 15751307 | 15752370 17 p 3 15759965 | 15760851 9,5,6_f
3 15759965 | 15761061 21 f 3 15759965 | 15774609 18,19_f
3 15794142 | 15794578 22 v,0,i,l,m 3 15823949 | 15825477 5,6_e,t,0,i,1,m
3 15854968 | 15857089 15n 3 15884947 | 15885722 17 p
3 15884947 | 15895284 9,5,6_p 3 15929080 | 15929677 16,5,6_a,e,g,t,0,i,1,m
3 15937432 15938468 17_p 3 15937432 15949212 17_0,i,l,m
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Chr Début Fin Combinaisons 5’_3’ Chr Début Fin Combinaisons 5’_3’
3 15937432 15950357 17_v,0,i,l,m 3 15946451 15949212 3,10,13_0,i,l,m
3 15946451 | 15950357 3,10,13_v,0,i,l,m 3 15948273 | 15949212 14 o,i,l,m
3 15948273 | 15950357 14 v,0,i,l,m 3 15987765 | 15989120 18,19 q
3 16072502 | 16073781 11_e,f,g,0,i,l,m 3 16072502 | 16073873 9,5,6_e,f,g,0,i,l,m
3 16096418 16100335 15_q 3 16099202 16100335 18,19 q
3 16099202 | 16118538 18,19.n 3 16110491 | 16111754 11_e,f,g,0,i,l,m
3 16110491 | 16111846 5,6_e,f,g,0,i,l,m 3 16183329 | 16197165 17_0,i,l,m
3 16196359 | 16197165 17 p 3 16233611 | 16234744 18,19 q
3 16233611 | 16246695 16,5,6_q 3 16235221 | 16236567 9,5,6_e,f,g,0,i,],m
3 | 16235313 | 16236567 11ef,g,0,i,,m 3 | 16245647 | 16246695 16,5,6_¢,f,h,t,u,v,0,i,L,m
3 16277599 | 16278207 17_s 3 16277599 | 16287861 5,6_s
3 16278398 | 16290332 21 p,s 3 16286819 | 16287861 5,6_e,0,i,l,m
3 16288361 | 16290332 17 p,s 3 16416181 | 16416736 9,5,6_e,f,h,t,v,0,i,l,m
3 | 16416181 | 16419177 9,5,6_a,e,f,2,0,i,L,m 3 | 16416181 | 16422041 9,5,6_n
3 16416181 16431438 9,5,6_f,0,i,l,m 3 16420833 16422041 15,21.n
3 16420833 | 16431438 15,21_f,0,i,l,m 3 16430129 | 16431438 14 f,0,i,l,m
3 16461771 16463564 14_a,e,f,g,0,i,l,m 3 16496293 16496853 1,9,5,6_a,c,e,g,t,0,i,l,m
3 16530733 | 16533229 2. b 3 16564341 | 16565432 9,5,6_h,t,0,i,1,m
3 16564341 | 16573461 5,6,9_0,i,l,m 3 16564341 | 16574571 | 9,5,6_a,c,e,f,g,hk,t,v,0,i,l,m
3 16572639 | 16573461 14 o0,i,l,m 3 16572639 | 16574571 14 a,c,e,f,g,h.k,t,v,0,i,l,m
3 16618065 16620330 15,21 n 3 16680721 16689487 20_e,0,i,l,m
3 16688601 | 16689487 9,5,6_e,0,i,l,m 3 16738552 | 16739646 9,5,6_h,t
3 16862390 | 16862826 22_v,0,i,l,m 3 16862390 | 16865229 15_v,0,i,l,m
3 16863224 | 16865229 15 n 3 16913317 | 16914185 9,5,6_¢,0,i,l,m
3 17003550 | 17006852 12 3 17044239 | 17045673 18,19 q
3 | 17072371 | 17074213 | 14.aef,gh,t,v,0,il,m 3 | 17072371 | 17081806 | 16.,5,6_a.e,f,gh,t,v,0,i,l,m
3 17079721 | 17081806 16,5,6_a,e,f,g,v,0,i,1,m 3 17112109 | 17112741 17_s
3 17112109 17128605 17_s 3 17127698 17128605 17_p
3 | 17153432 | 17155474 | 14.aef,ght,v,0,il,m 3 | 17153432 | 17161744 17_a,e,f,g,h,t,v,0,i,l,m
3 17220557 | 17221536 5,6_0,i,1,m 3 17286728 | 17288798 14_a,e,f,g h,t,v,0,i,l,m
3 | 17310135 | 17310924 | 14.a.c.e,f,ghk,v,0,i]l,m 3 | 17310135 | 17312262 14 a,c,e,f,g,h k,v,0,i,l,m
3 17311323 | 17312262 14 o0,i,l,m 3 17406964 | 17408284 14 u
3 17406964 | 17413536 16,5,6_u 3 17408525 | 17411018 21_n
3 17412986 | 17413536 16,5,6_a,e,g,t,0,i,1,m 3 17480771 | 17482112 20_r
3 | 17740025 | 17742216 14_a,t,0,i,l,m 3 | 18029766 | 18030911 14 a,cef.g,hkv,0,i,L,m
3 18157507 | 18158092 5,6_0,i,1,m 3 18183259 | 18183776 5,6_e,0,i,1,m
3 | 18423139 | 18424283 14 a,e.f,g,0,i,l,m 3 | 18506132 | 18507016 5,6_€,0,i,1,m
3 18595721 | 18596085 14 f,0,i,l,m 3 18644925 | 18645485 5,6_e,0,i,l,m
3 18854470 | 18855684 20_r 3 18896605 | 18898497 1,5,6_0,i,1,m
3 18959343 | 18960344 5,6_¢,k,t,0,i,1,m 3 18987700 | 18988135 22 v,0,i,l,m
3 19447849 | 19448411 5,6_€,0,i,l,m 3 19531619 | 19532204 5,6_e,h,t,0,i,1m
3 19531619 | 19540741 5,6_e,t,0,1,l,m 3 19540001 | 19540741 9,5,6_e,t,0,i,l,m
3 19547466 | 19548710 11_a,e,f,g,t,0,i,l,m 3 19547466 | 19548793 9,5,6_a,e,f,g,t,0,i,1,m
3 | 19659121 | 19659557 22 v 3 | 19750735 | 19751317 | 16,5,6.a.e,f,g,h,t,v,0,i,L,m
3 20494023 | 20496116 14 u 3 20494023 | 20498118 14 u
3 20780578 | 20781442 5,6_a,e,f,g,h,t,v,0,i,l,m 3 20797378 | 20799425 14_a,f,g,0,i,l,m
3 20886576 | 20887459 18,19 ¢q 3 21483100 | 21483708 22 v
3 21563078 | 21563634 5,6_a,e,h,t,v,0,i,1,m 3 21705147 | 21705887 1,7,8,9,5,6_t
3 22129590 22131633 14 a.e f,g,0,i,l,m 3 22226301 22226933 17_s
3 22579525 | 22581707 22 v 4 312202 314268 14_u
4 370788 372085 14 a,e,f,g,h,0,i,l,m 4 563509 564260 15.n
4 563509 572758 9,5,6_n 4 572197 572758 9,5,6_e,0,i,l,m
4 572197 591672 18,19_e,0,i,l,m 4 683213 684357 14_a,c,e,f,g,h,0,i,l,m
4 792040 793141 5,6_e,f,0,i,l,m 4 963674 964406 5,6_a,e,f,g,0,i,l,m
4 963674 965798 14_a,e,f,g,0,i,l,m 4 963863 964406 5,6_e,0,i,l,m
4 963863 965798 14 e,0,i,l,m 4 999920 1002006 14 a,e,f,g,0,i,l,m
4 1001051 1002006 14 0,i,l,m 4 1095275 1096866 18,19 q
4 1100279 1101040 5,6,9_0,i,l,m 4 1198713 1199584 9,5,6_a,e,g,t,0,i,l,m
4 1280625 1283009 16,5,6_a,f,g,0,i,l,m 4 1282969 1302899 18,19 f,g
4 1349585 | 1351655 14 afg,0,,l,m 4 1480680 | 1481327 7,8,9,5,6_a,f,g
4 1521255 | 1521816 16,5,6_a,e,g,t,0,i,L,m 4 1748835 | 1758876 3,10,13_c,f,g.h k
4 1748835 1759023 3,10,13_c,f,g,h k 4 1777274 1778169 18,19_q
4 1884301 1887148 1,7,8 a,f,g,h 4 1956609 1957700 9,5,6_a,c,e,f,g k,t,0,i,l,m
4 2084369 2088366 16,5,6_f,0,i,1,m 4 2088655 2089814 18,19 q
4 2120177 2121349 5,6_0,i,1,m 4 2316087 2316521 22_v,0,i,I,m
4 2467970 2470263 23w 4 2520882 2528029 14 q
4 2530681 | 2550356 8,9,5,6_q 4 2553546 | 2553946 9,5,6_e,0,i,1,m
4 2648906 2650845 23w 4 2087143 2987909 5,6_a,e,f,g,h,v,0,i,l,m
4 3294252 3300993 7,8,9_g 4 3801486 3811728 23_w
4 3894016 3896909 1 a,e,f,g,h.k,0,i,]l,m 4 3894016 3897754 1_e,h,u,0,i,l,m
4 3896869 3898126 14 f 4 3897169 3897754 1,9,5,6_e,h,u,0,i,l,m
4 4077215 4081131 5,6_e,0,i,l,m 4 4086836 4088667 2 b
4 4097211 4109850 23_b 4 4146123 4147061 14 0,i,l,m
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Chr Début Fin Combinaisons 5°_3’ Chr Début Fin Combinaisons 5’_3’
1 4146123 | 4148178 T4 ae fght,v,00Lm 1 1221540 | 4232536 25
4 4606225 4623085 5,6,16_0,1,1,m 4 4621818 4623085 5,6,9,8 0,i,1,m
4 4635138 4650543 18,19_v,0,i,l,m 4 4650107 4650543 22_v,0,i,l,m
4 4661572 4662689 3,10,13_a,c,h k,t,0,i,1,m 4 4661572 4663902 | 3,10,13_a,c,hk,t,0,i,l,m
4 4685635 | 4686071 22 v,0,i,l,m 4 4800959 | 4801843 18,19 q
4 4875410 4876057 22 q 4 4875410 4881072 18,19 q
4 4904289 4907102 3,10,13_h 4 4904289 4910116 3,10,13_h
4 4905414 4906326 22 v 4 4905414 4909344 22 v
4 4948252 4949062 17 p 4 4948252 4955160 18,19 p
4 5110646 5111687 5,6_0,i,1,m 4 5193724 5194591 18,19 q
4 5227436 5229704 15 n 4 5227953 5229704 21_n
4 5273983 5281178 1,7,8,9,16_p,s 4 5276482 5281178 3,10,13_p,s
4 5280201 5281178 17_p,s 4 5353745 5355719 14 u
4 5354111 5355719 14 u 4 5354473 5355719 14 u
4 5391717 5392279 1,5,6_e,0,i,l,m 4 5433090 5441436 5,6_f,g
4 5433222 5441436 16,5,6_f,g 4 5441396 5443567 16,5,6_a,f,g,0,i,l,m
4 5441396 5451092 18,19_a,f,g,0,i,l,m 4 5516921 5518896 17_p
4 5539314 5541385 14 af,g,0,i,l,m 4 5539314 5546451 15_a,f,g,0,i,l,m
4 5539314 5548708 15_a,f,g,0,i,l,m 4 5540445 5541385 14_f,0,i,l,m
4 5540445 5546451 15_f,0,i,1,m 4 5540445 5548708 15_f,0,i,I,m
4 5541418 5546451 15_n 4 5541418 5548708 15_n
4 5546716 5548708 15n 4 5604457 5605412 17 p
4 5851690 5854645 21.n 4 5932510 5937002 3,10,13_h
4 6033542 6034615 17 p 4 6033542 6045992 17 p
4 6045088 6045992 17 p 4 6115338 6115899 16,5,6_e,0,i,1,m
4 6140443 6140942 17_p,s 4 6140443 6159503 17 p,s
4 6157517 6159503 17_p,s 4 6157517 6169329 17_h,t,0,i,l,m
4 6157875 | 6166460 14 _¢,f,g,0,i,L,m 4 6157875 | 6169225 5,6_¢,f,8,0,i,1,m
4 6157875 6172549 18,19 e,f,g,0,i,l,m 4 6165163 6166460 14 e,f,0,i,l,m
4 6165163 6169225 5,6_e,f,0,i,l,m 4 6165163 6172549 18,19_e,f,0,i,I,m
4 6168352 | 6169225 5,6_¢,f,h,t,v,0,i,,m 4 6168352 | 6172549 | 18,19_e,fh,t,v,0,i,l,m
4 6178445 6179571 14 u 4 6242976 6243815 5,6_e,0,1,1,m
4 6274545 6281544 17_u 4 6279019 6281544 14 u
4 6339149 6340304 17 k,s 4 6339468 6340017 9,5,6_e,0,i,l,m
4 6376254 6379405 1,16,5,6_t 4 6414050 6414635 16,5,6_e,0,i,l,m
4 6414050 6427211 16,5,6_e,0,i,l,m 4 6426613 6427211 16,5,6_e,t,0,i,1,m
4 6505631 6506263 17_p,s 4 6624860 6626153 18,19_q
4 6624860 6639548 18,19_t 4 6625288 6626153 18,19 q
4 6625288 6639548 18,19t 4 6638801 6639548 1,9,5,6_t
4 6808233 6809890 15n 4 6894943 6895537 9,5,6_e,0,i,l,m
4 6894943 6911515 18,19_e,0,i,l,m 4 6894943 6912406 18,19_e,0,i,1,m
4 6910438 6911515 18,19 q 4 6910438 6912406 18,19 q
4 6911512 6912406 18,19_q 4 7028409 7035097 15 n
4 7034245 | 7034786 | 16,5,6.ae,f,gh,t,v,0,i,l,m 4 7034288 | 7035097 17.n
4 7058597 7060691 14 u 4 7154773 7155369 16,5,6_e,0,i,l,m
4 7230729 7231596 9,5,6_e,0,i,l,m 4 7230729 7236655 9,5,6_q
4 7235155 7236655 18,19 q 4 7383412 7384278 9,5,6_a,e,f,g,h,t,0,i,l,m
4 7403989 7404773 18,19_q 4 7652560 7653124 5,6_e,0,1,1,m
4 7830146 7830889 5,6_c,h,t,0,i,l,m 4 7830146 7838937 5,6_8
4 7838344 7838937 17s 4 7896286 7906363 17_a,e,g,t,0,i,l,m
4 7806286 | 7906947 17.p 4 7905242 | 7906363 17_a,e,g,t,0,i,L,m
4 7905242 7906947 17 p 4 7905767 7906363 16,5,6_a,e,g,t,0,i,l,m
4 7905767 7906947 16,5,6_p 4 7909648 7910807 1,7,8,5,6_a,f,g
4 8063572 8065698 14_ae,f,g,h,t,v,0,i,l,m 4 8421094 8421899 17 p
4 8564177 8564943 5,6_e,f,0,i,l,m 4 8597588 8598449 18,19 q
4 8725079 8725654 16,5,6_e,0,i,l,m 4 8725079 8730452 14_e,0,i,l,m
4 8728401 8730452 14 f,g,0,i,l,m 4 8802132 8802736 14 ae,g k,t,0,i,l,m
4 8899075 8899962 9,5,6_e,t,0,i,l,m 4 8947216 8947757 9,5,6_e,0,i,I,m
4 8957980 8958745 16,5,6_e,f,g,0,i,1,m 4 9078980 9079478 17_ak,s
4 9111590 | 9112139 16,5,6_a,e,g,t,0,i,l,m 4 9146457 | 9147036 5,6_0,i,l,m
4 9175159 9190300 18,19_e,0,i,l,m 4 9188732 9190300 16,5,6_e,0,i,l,m
4 9189217 9190213 5,6_a,e,g,h k,t,0,i,1,m 4 9283790 9284437 17 k,s
4 9368738 9369364 17s 4 9522692 9523970 1,7,8,9,16_a,f,g,0,i,l,m
4 9687723 9688999 7,89 af.g 4 9687723 9701294 12 af,g
4 9761907 9763826 14 n 4 9840704 9842620 14.n
4 10395360 | 10397395 14 af,g,0,i,l,m 4 10396440 | 10397395 14 f,0,i,I,m
4 | 10870794 | 10871696 18,19_q 4 | 10999811 | 11000857 | 9,5,6_a,c.e,g,k.t,0,i,L,m
4 11192286 11193580 14_a,c,e,f,g,h k,v,0,il,m 4 11224171 11225123 17 p
4 11360881 | 11362955 14 a,e,f,g,0,i,l,m 4 11380712 | 11381843 5,6_e,0,1,1,m
4 11696275 11696737 17_s 4 11751734 11752263 8,5,6_h,t,0,i,l,m
4 11978732 | 11979613 18,19_q 4 12365074 | 12365615 1,9,5,6_e,f,h,t,v,0,i,l,m
4 12606487 | 12607056 5,6,16_0,i,1,m 4 12698510 | 12699371 5,6_a,e,g,t,0,i,l,m
4 | 12713709 | 12714145 22_v,0,i,L,m 4 | 13123878 | 13124462 1,16,5,6_e,u,0,i,l,m
4 | 13536678 | 13537675 | 1,9,5,6.a,c.e,g,hk,t,0,1,L,m 4 | 14390268 | 14390993 | 14 ae,f,gh.t,v,0,i,l,m
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Chr Début Fin Combinaisons 5’_3’ Chr Début Fin Combinaisons 5°_3’

4 14457717 14458289 16,5,6_e,f,g,0,i,l,m 4 14978041 14979219 17 _p,s

4 15441657 | 15442199 5,6_e,f,h,t,v,0,i,]l,m 4 15816059 | 15816689 17 k,s

4 16054517 | 16055478 18,19 q 4 16054517 | 16055646 18,19 q

4 16705430 | 16705866 22 v 4 16863268 | 16865074 14 a,c,e,f,g,0,i,l,m

4 18425752 18426661 17 p 5 347013 347800 18,19 q

5 347013 348081 18,19 q 5 347013 348363 18,19 q

5 347013 357010 17_q 5 349807 350407 5,6_e,0,i,1,m

5 349807 356200 5,6_u 5 353871 357010 17 p

5 354137 356200 14 u 5 1180518 1181401 18,19 q

5 1896577 1898645 14 a,f,0,i,l,m 5 1897708 1898645 14 o,i,l,m

5 2603154 2605538 1,7,16,5,6_f 5 3114303 3116667 1,7,16,5,6_f,g,0,i,l,m

5 4312439 | 4313476 14 0,i,l,m 5 4312439 | 4314868 14 ase,f,g,h,t,v,0,i,1,m

5 4780213 4782230 14 a.e,f,g,h,t,v,0,i,l,m 5 4781293 4782230 14 f,0,i,1,m

5 4936964 | 4937493 5,6_0,i,1,m 5 4970262 | 4971027 |  16,5,6-a.e,f,g,h,v,0,i,L,m

5 5062375 5063617 18,19 ¢q 5 5128495 5129836 14 u,0,i,l,m

5 5427959 5430064 14_a,e,f,g,h,t,v,0,i,l,m 5 5625061 5625622 9,5,6_e,0,i,1,m

5 6072552 6073725 18,19 q 5 6171148 6171682 8,5,6_t

5 6419829 6420379 5,6_0,i,1,m 5 6701929 6702419 16,5,6_e,0,i,1,m

5 7056140 7057392 20_r 5 7069991 7070518 16,5,6_e,0,i,l,m

5 7153186 7154440 14 a.e,f,g,h,t,v,0,i,l,m 5 7235593 7237495 23w

5 7352036 | 7352767 18,19 q 5 7417334 | 7417910 16,5,6_e,f,h,0,i,l,m

5 7488094 7488979 9,5,6_¢e,0,i,l,m 5 7700641 7701183 16,5,6_a,e,f,g,h,t,v,0,i,l,m

5 7700684 7713225 17_u 5 7711134 7713225 14 u

5 7820803 7834776 18,19 ¢q 5 7833878 7834776 18,19 q

5 8177672 8178109 22 v 5 8221101 8223983 17 p

5 8280721 8281723 9,5,6_¢e,f,g,0,i,l,m 5 8312119 8314484 15 n

5 8312119 8316232 18,19 n 5 8601822 8602696 5,6_a,e,g,t,u,0,i,],m

5 8682982 8685093 14_u 5 8731241 8744668 18,19 g

5 8731241 8749472 18,19_e,0,i,l,m 5 8744628 8746703 14_a,e,f,g,h,t,v,0,i,l,m

5 8745762 8746703 14_0,i,l,m 5 8748928 8749472 5,6_e,0,i,1,m

5 8748928 8766668 5,6_0,i,l,m 5 8748928 8767805 5,6_a,f,0,i,,m

5 8765712 8766668 14 0,i,l,m 5 8765712 8767805 14 af,0,i,l,m

5 8808998 8809612 22 v 5 9068174 9068737 5,6,9_0,i,1,m

5 9133956 9134726 14_a,e,f,g,0,i,l,m 5 9177237 9179290 1,7,8,9 ¢

5 9177237 9195851 17 ¢g 5 9177772 9179290 1,7,8,9 ¢

5 9177772 9195851 17 ¢g 5 9194778 9195851 17 p

5 9204362 9205318 18,19_q 5 9204362 9222910 18,19_p

5 9204362 9224217 18,19_f,0,i,l,m 5 9222041 9222910 17_p

5 9222041 9224217 17_f,0,i,l,m 5 9298129 9298901 5,6_e,f,v,0,i,l,m

5 9362604 9363781 17 p 5 9362604 9369931 17_h,t,0,i,l,m

5 9368947 9369931 5,6_h,t,0,i,1,m 5 9371975 9374096 15 n

5 9424372 9443934 22 q 5 9442643 9443934 18,19 q

5 9545741 9546335 1,5,6_e,0,i,1,m 5 9557662 9558218 | 9,16,5,6_a,e,f,g,h,t,v,0,i,l,m

5 9557662 | 9559509 | 14.aefg,h,t,v,0,i,l,m 5 9558554 | 9559509 14 0,i,l,m

5 9590413 9592538 14 a,e,f,g,h,0,i,l,m 5 9590413 9593677 14 q

5 9591750 9592538 14_a,e,f,g,h,0,i,l,m 5 9591750 9593677 14 q

5 9664620 9666387 21 n 5 9697539 9702726 18,19.d

5 9697539 9702901 18,19 q 5 9747581 9755210 17_q

5 9753628 9755210 18,19 q 5 9762355 9763122 1,9,5,6_a,c,e,f,g,h,t,0,i,l,m

5 9762355 9770645 | 9,5,6_a,c,e,f,g,h,t,0,i,l,m 5 9770086 9770645 9,5,6_t,v

5 9854350 | 9854894 5,6_0,i,1,m 5 9854350 | 9858650 5,6_¢,f,0,i,1,m

5 9854350 9867709 5,6_0,i,1,m 5 9866845 9867709 5,6,9_0,i,1,m

5 9924332 9933944 23_s,w 5 9962951 9965020 14_a,e,f,g,0,i,l,m

5 9962951 9979176 1,9,5,6_a,e,f,g,0,i,l,m 5 9964081 9965020 14 f,0,i,l,m

5 9964081 9979176 1,9,5,6_f,0,i,1,m 5 9978590 9979176 1,9,5,6_e,0,i,l,m

5 10041816 | 10042377 16,5,6_e,f,h,t,v,0,i,l,m 5 10041816 | 10049098 5,6_e,f,h,t,v,0,i,l,m

5 10048060 | 10049098 5,6_0,i,1,m 5 10048060 | 10067138 21,15_0,i,1,m

5 10151181 10162511 12 5 10175594 10178909 3,10,13_c,e,h,k,s

5 10175594 | 10187464 3,10,13.d 5 10210116 | 10212040 1,16,5,6_a,e,f,g,v,0,i,l,m

5 | 10210116 | 10212216 | 1,16,5,6.a,e,f,g,t,0,i,l,m 5 | 10268947 | 10270535 18,19 p,s

5 10268947 | 10271036 17 p,s 5 10288010 | 10289730 21 n

5 10369955 | 10371413 17_p 5 10369955 | 10372171 17_p

5 | 10371511 | 10372171 17.p 5 | 10714428 | 10715625 14 ae,f,g,h,t,v,0,,1,m

5 10714428 | 10719038 14 n 5 10715625 | 10719038 21 n

5 10716665 | 10719038 15 n 5 10859898 | 10874660 18,19_t,0,i,l,m

5 10873665 | 10874660 1,9,5,6_t,0,i,1,m 5 11019346 | 11022155 1,7,16_a,e,f,g,h,0,i,l,m

5 | 11025340 | 11026284 14 f,0,i,l,m 5 | 11025340 | 11027899 14 a,f,g,0,i,1,m

5 11656228 | 11658338 17 p 5 12107520 | 12108954 18,19 q

5 12325051 | 12333318 5,6_a,c,e,f,g,t,0,i,l,m 5 12325051 | 12339086 5,6_a,c,e,f,g,t,0,i,1,m

5 12465850 | 12468832 3,10,13_h,k 5 12677481 | 12678504 17 p

5 12977706 | 12981849 3,10,13_a,c,g,h k,t 5 13248899 | 13249302 5,6_a,e,g,t,0,i,l,m

5 13260985 | 13269716 la,g 5 13409670 | 13410772 7,89 ¢g

5 13515784 | 13517561 21.n 5 13515784 | 13532331 15 n

5 13517548 13528645 2 b 5 13530139 13532331 15 n
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Chr Début Fin Combinaisons 5’_3’ Chr Début Fin Combinaisons 5°_3’
5 13530139 | 13538063 17 n 5 13537129 | 13538063 17 p
5 13564241 | 13566471 1,16,5,6_f,g,0,i,I,m 5 13625526 | 13625941 22 v
5 13625526 | 13636887 22 fig 5 13634527 | 13636660 15 n
5 13634527 | 13639224 16,5,6 n 5 13636847 | 13639224 16,5,6_a,e,f,g,v,0,i,l,m
5 | 13693669 | 13696366 18,19 q 5 | 13695042 | 13696259 1,9,5,6_¢,0,i,l,m
5 13745591 | 13747699 15 n 5 13745591 | 13752563 23.n
5 13746188 | 13747699 15_g 5 13746188 | 13752563 23_g
5 13747877 | 13752563 23w 5 13750260 | 13751723 9,5,6_e,0,i,l,m
5 13750260 | 13752184 9,5,6_a,c,e,g,k,t,0,i,l,m 5 13750839 | 13751723 7,8_€,0,1,1,m
5 13750839 | 13752184 7,8 a,c,e,g.k,t,0,i,lm 5 13803768 | 13804567 17 p
5 13828275 | 13833097 18,19t 5 13828275 | 13847418 18,19 q
5 13829055 | 13833097 5,6_t 5 13829055 | 13847418 5,6_q
5 13829578 | 13832377 1,7,8,9,16_af.g 5 13829578 | 13844878 18,19 af.g
5 | 13829578 | 13846514 17_afg 5 | 13829807 | 13832377 1,7,8,9,16_a,e,g
5 13829807 | 13844878 18,19 a,e,g 5 13829807 | 13846514 17_a.e,g
5 13844011 | 13847418 18,19_q 5 13845750 | 13847418 18,19_q
5 13845863 | 13846514 17 k,p,s 5 13909154 | 13909915 16,5,6_p
5 13909360 | 13909915 16,5,6_e,0,i,l,m 5 13934523 | 13936019 14 u
5 13987319 | 14001552 20_u 5 13987319 | 14004678 20_a,f,g,h
5 13994282 | 14001552 5,6_u 5 13994282 | 14004678 5,6_a,f,g.h
5 13998487 14001552 17_u 5 13998487 14004678 17_af,gh
5 13999365 | 14001552 14 u 5 13999365 | 14004678 14 af,g,h
5 14001552 | 14004678 3,10,13_a,f,g,h 5 14003080 | 14004678 1 .afgh
5 | 14003080 | 14022250 lef,gv,0il,m 5 | 14020014 | 14022250 | 1,7,16,5,6_e,f,g,v,0,i,1,m
5 14074576 | 14075785 7,89 ¢g 5 14096653 | 14097531 | 9,5,6_a,e,f,g,h,t,v,0,i,l,m
5 | 14097993 | 14100064 14_e,fk,u,0,i,l,m 5 | 14097993 | 14114335 15_e,fk,u,0,i,l,m
5 14097993 | 14115336 18,19_e,f,k,u,0,i,l,m 5 14099127 | 14100064 14 o,i,l,m
5 | 14099127 | 14114335 15.0,i,L,m 5 | 14099127 | 14115336 18,19 0,i,l,m
5 14112128 14114335 15 n 5 14112128 14115336 18,19 n
5 14112128 | 14121437 5,6_n 5 14120897 | 14121437 5,6_a,e,f,g,h t,v,0,i,l,m
5 14160833 | 14168523 14 n 5 14160833 | 14172882 15.n
5 14160924 | 14168523 14_a,c,e,f,g,0,i,l,m 5 14160924 | 14172882 15_a,c,e,f,g,0,i,l,m
5 14228077 14229396 5,6_e,0,i,l,m 5 14228077 14233583 9_e,0,i,l,m
5 14230952 14232718 21.n 5 14232832 14233583 9_c,h,t
5 14281942 14282838 5,6_e,g,0,i,l,m 5 14283665 14285185 8,9,16,5,6_f,g,0,i,l,m
5 14340623 | 14341650 18,19 q 5 14340623 | 14343838 18,19 q
5 14340623 14346037 18,19_q 5 14340623 14348225 18,19_q
5 14340623 | 14350412 18,19 q 5 14340623 | 14352607 18,19 q
5 14340623 | 14354804 18,19_q 5 14340623 | 14357001 18,19_q
5 14340623 14359196 18,19 q 5 14410741 14411738 5,6_e,g,0,i,l,m
5 14412263 | 14413074 5,6_v 5 14456446 | 14457566 7,8,9 ¢
5 14456446 | 14457722 7,8,9 af.g 5 14456446 | 14458539 7,8,9 f,g
5 14456446 | 14468864 7,8,9_q 5 14456446 | 14471037 7,8,9_e,g,0,i,l,m
5 14457682 14472373 5,6_f 5 14457709 14458539 8 f,g
5 14457709 | 14468864 8.q 5 14457709 | 14471037 8_e,g,0,i,l,m
5 14470040 | 14471037 5,6_e,g,0,i,l,m 5 14471562 | 14472373 5,6_v
5 14515746 | 14516866 7,89 ¢ 5 14515746 | 14517022 7,8,9_af.g
5 14515746 | 14517839 7,89 f¢g 5 14517009 | 14517839 8 fg
5 14619921 | 14620983 17 p 5 14629815 | 14630291 18,19 q
5 14676595 | 14693855 4 hkt 5 14710667 | 14711320 18,19 q
5 14749423 14750032 18,19 q 5 14765366 14778412 14 et
5 14827501 | 14828054 5,6_¢,f,h,v,0,i,l,m 5 14863819 | 14866035 16,5,6_a,e,f,g,v,0,i,l,m
5 14888548 | 14891282 18,19_0,i,l,m 5 14888548 | 14898042 18,19_e,0,i,l,m
5 14890686 | 14891282 5,6,9_0,i,1,m 5 14890686 | 14898042 9,5,6_e,0,i,l,m
5 14897446 | 14898042 16,5,6_€,0,i,l,m 5 14973303 | 14973996 17 k,s
5 14973303 14985134 18,19 k,s 5 15002026 15002461 22 v
5 15002026 | 15021178 17.v 5 15018417 | 15021178 17 b,p,s
5 15048144 | 15049041 9,5,6_a,e,g,t,0,i,l,m 5 15048144 | 15060657 14_a,e,g,t,0,i,l,m
5 15048144 | 15061441 7,8 a,e,g,t,0,i,1,m 5 15052402 | 15070918 17_q
5 15059364 | 15060657 14 a,c,e,f,g,h.k,v,0,i,l,m 5 15059364 | 15061441 | 7,8 a,c,e,f,g,hk,v,0,ilm
5 15104963 | 15106475 7_0,i,l,m 5 15105230 | 15106475 7 af.g
5 15166075 | 15180351 12_a,e,g,t,0,i,l,m 5 15179485 | 15180351 9,5,6_a,e,g,t,0,i,l,m
5 15230129 15230552 22_v,0,i,l,m 5 15358444 15359925 14 u
5 15402830 | 15405069 1,16,5,6_a,f,g,0,i,1,m 5 15593410 | 15594654 14 ae,f,0,i,l,m
5 15598037 | 15598570 16,5,6_e,0,i,l,m 5 15598037 | 15608555 16,5,6_q
5 15621899 | 15623830 14 a.e,f,g,h,t,v,0,i,l,m 5 15622890 | 15623830 14 g,0,i,l,m
5 | 15732174 | 15732902 18,19 q 5 | 15796272 | 15797049 | 9,5,6.a.e,f,g,h,v,0,i,l,m
5 15796272 | 15808961 9,5,6_s 5 15808334 | 15808961 17s
5 15887181 | 15899993 | 18,19_a,e,f,g,h,t,v,0,i,l,m 5 15899521 | 15899993 5,6_a,e,f,g,h,t,v,0,i,l,m
5 16047777 | 16048614 5,6_¢,f,h,t,v,0,i,l,m 5 16373703 | 16375771 14 a,e,f,g,0,i,l,m
5 16373703 | 16376499 14_a,f,g,0,i,l,m 5 16373703 | 16391078 14_e,t,0,i,l,m
5 16375771 | 16376499 14 af,g,0,i,l,m 5 16375771 | 16391078 14 e,t,0,i,l,m
5 16390227 | 16391078 5,6_e,t,0,i,1,m 5 16390227 | 16405234 5,6_v,0,1,I,m
5 | 16404919 | 16405234 22_v,0,i,1,m 5 | 16730079 | 16730620 16,5,6_¢,0,i,1,m
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Chr Début Fin Combinaisons 5°_3’ Chr Début Fin Combinaisons 5’_3’

5 16888151 | 16888706 16,5,6_e,t,0,i,1,m 5 17058985 | 17060057 17_p

5 17058985 | 17061128 17_e,f,h,t,v,0,i,l,m 5 17060586 | 17061128 5,6_e,f,h,t,v,0,i,1,m

5 17292371 | 17293226 18,19 q 5 17376551 | 17377328 17_p

5 17382253 | 17383210 14 o0,i,l,m 5 17382253 | 17384350 14 af,g h,0,i,l,m

5 | 17495893 | 17499273 18,19_¢,0,i,l,m 5 | 17498379 | 17499273 5,6_e,0,i,1,m

5 17595705 | 17596808 17_p,s 5 17743649 | 17744211 | 16,5,6_a,e,f,g,h,t,v,0,i,l,m

5 17792956 | 17795028 14_a,e,f,g,u,0,i,l,m 5 17813365 | 17814011 14_a,e,f,g h,t,v,0,i,]l,m

5 17813365 | 17830985 2_a.ef,ght,v,0,il,m 5 17902823 | 17903177 5,6_¢,f,h,t,v,0,i,l,m

5 17972782 | 17974401 14 u 5 18130869 | 18131229 22_v

5 18164780 | 18165133 22 v 5 18571534 | 18573046 18,19_p

5 18571534 | 18573689 18,19_q 5 18572135 | 18573046 17_p

5 18572135 | 18573689 17_q 5 18936820 | 18937449 17 k,s

5 19035847 | 19036792 17_p 5 19097775 | 19098655 18,19_q

5 | 19118785 | 19119334 9,5,6_a,e,2,t,0,i,l,m 5 | 19169645 | 19170889 11_a.e,g,t,0,i,l,m

5 19169645 | 19170972 5,6_a,e,g,t,0,i,l,m 5 19425264 | 19426582 9_a,c,e,f,g,h k,t,0,i,l,m

5 19425604 | 19426582 9_0,i,l,m 5 19430288 | 19438116 5,6_a,f,g,0,i,l,m

5 19436174 | 19438116 1,7,16,5,6_a,f,g,0,i,l,m 5 19559946 | 19562125 22 h,v

5 19757741 | 19759842 14_a,c,e,f,g,t,u,0,i,l,m 5 19929928 | 19930772 9,5,6_e,t,0,i,l,m

5 19947437 | 19948783 14 u 5 20295840 | 20297872 14 a,e,g,t,0,i,l,m

5 20295840 | 20299209 14 a,e,g,t,0,i,l,m 5 20298271 | 20299209 14 o,i,l,m

5 | 20691460 | 20692047 16,5,6_¢,0,i,l,m 5 | 20691460 | 20699631 14 e,0,i,l,m

5 20697542 | 20699631 14 af,g,0,i,l,m 5 20698679 | 20699631 14 f,0,i,l,m

5 21033061 | 21033794 9,5,6_t 5 21117317 | 21118061 15_n

5 | 21547315 | 21549133 14_ase,f,g,0,il,m 5 | 21793013 | 21794257 14 a,e,f,g h,t,v,0,i,l,m

5 21793013 | 21795748 | 3,10,13_a,e,f,g,h,t,v,0,i,l,m 5 22038199 | 22039085 9,5,6_e,0,i,l,m

5 | 22248178 | 22249489 14 a,f,g,0,i,l,m 5 | 22480884 | 22481427 5,6_e,f,v,0,i,l,m

5 22638404 | 22638965 5,6_a,e,f,g,h,t,u,v,0,i,l,m 5 23067189 | 23067916 5,6_t,0,i,1,m

5 | 23146567 | 23147439 5,6_¢,0,i,1,m 5 | 23448769 | 23450110 20.r

5 23679230 | 23679805 9,16,5,6_e,0,i,l,m 5 24019309 | 24020554 20_r

5 24117932 | 24135775 18,19_e,f,h,0,i,l,m 5 24135186 | 24135775 16,5,6_e,f,h,0,i,l,m

5 24330867 | 24331720 5,6_a,e,g,v,0,i,l,m 5 24361316 | 24362769 18,19 q

5 24452937 | 24453833 18,19_q 5 24466038 | 24466600 5,6_a,e,g,t,0,i,l,m

5 | 24492517 | 24493816 14 ae,f,gh,0,i,l,m 5 | 24603857 | 24604281 5,6_a,e,g,t,0,i,l,m

5 25196003 | 25196605 5,6_e,0,i,l,m 5 25281737 | 25282562 14 a.ef,g,h,t,v,0,i,l,m

5 25861822 | 25862589 5,6_a.e,f,g,h,0,il,m 5 25921958 | 25922840 14 a,f,g,h,o0,i,l,m

5 25953125 | 25953686 17_p 5 26250342 | 26250757 22 v

5 | 26500247 | 26502630 16_a,f,g,0,i,l,m 5 | 26804332 | 26804879 5,6_e,0,i,1,m

5 26908864 | 26910624 5,6_e,t,0,i,1l,m
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Alignement multiple de la famille AtREP21

Annexe 2

le de la famille

1p

: Alignement mult

5.2 Annexe 2

AtREP21

L’alignement multiple des 48 copies d’AtREP21 a été réalisé avec ClustalW 1.83, les

parametre d’ouverture d'un gap était de 25 et celui de 'extension d'un gap était de 0,01.
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5.3 Annexe 3 : Séquences consensus des domaines
contenus dans AtREP21

Les consensus présentés ci-dessous au format FASTA sont issus des matrices HMM de
chaque domaine. Les lettres présentées en majuscules sont des nucléotides significative-
ment conservés (au sens statistique du terme) a leur position.

>Domaine_1
aggtaactaggatttaacccgecggtttaccgegggcaatcggtttatttagttcttatactaaatattgaaataaataatataaat
tttttaatcaaacataactaaataataattaggatttttttattgttatttaatgataagaggaatgtgtttaaattttttttggt
tgttatttacttatttttgttgaacagtttagattgaagagaattaattttattgaacggtttagcttgaatcggatcatataaag
tttaagagattgttaagaccaaattacctttaataattttgaatagcaaagaagaaaatccaaaattgaaatcaaaattgaggcca
aattagacaaattttcaatttgtacctcctttttaataataaga

>Domaine_2
aggttaatttggtcaactcaatttattaaagcttataggatccgegtttt
ta

>Domaine_3
tattccttaaacacactatatttcaaatttaaataa

>Domaine_4
tacataataggttaccatcaagta

>Domaine_5
caaaatagacaatcttaaccg

>Domaine_6
aatcaatctaaaataaaccaaaaata

>Domaine_7
atgcaatcttaaccataacacgatta

>Domaine_8
ttcaacaatattggtatctctacttcattttggtat

>Domaine_9
ataaggaatctatgtcatttTtaaaatcaaaatAtaatcAcattccaTcaataalaacagtatAttcAAtcacgaaatcAAtAAtc
aAtAAtAtctaaAtcAtaTaTTacgattcttcacTaATCAcTAgAa

>Domaine_10
aatcgacatagacgagcttattcgat

>Domaine_11
tctttattttgccaaaaaactgtataacctgtcaaatagttaaaaaaaacacttataatcataaacacttatta

>Domaine_12
ctcaaaaagaattataatcacaaaa

>Domaine_13
tctaaaactaaccataatcaactaaa

>Domaine_14
caatatttaccacttatctaaatata
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>Domaine_15
gccaatcattatgaactaaaccaaattcgaatcattagtgaggatccaatctttgatttgcaacttatcctgcaaaatattttcga
a

>Domaine_16
atgaaaaatattatgttggcaaacaatattaagagctcgeg

>Domaine_17
accctagcctccttcatcactataaatatcaaagtcattctcatcacaaaccaaattgagatcaagaacgattcgatggttatatc
ataatcaattcatgatagtgaatgattgtttgcataggtattcatgacgaagtggatgttcttctttgatgttgatgagtttttac
atgttccggtgaaagagacgatttcgtctgtgatggaatctttggaggaatattttcagtttactattgaactgatgecctatgagt
agtcgggtttgttattccggtgatggecccggecagaacttacaggtaacattcataactttgttgattttaatgattgaacgttaa
ccaaagcccatgtgttgtttat

>Domaine_18
tgagtgacttagaatattagtcacaa

>Domaine_19
aaatatttcaaaaaacacttataataacaaaaaga

>Domaine_20
gttttttgaaggtgacatataatatcaataagcatctgattctgtcaacacttggectgtaaaagtctttgtgcattctgtattag
tctcctatgtcggtcacgatctttgettttattgaacatcacatgatattagtgagaaatgttgtaaagattatttcttttgtttg
taccaaatattgaattgtaattggtttgtatattttctgtttttaggaaggaacatatcggttattgatttggtttagttcaggga
ctaatctaaatggtattttggttttgtgtttcagaaaatggggaattgagaaactggcatatagagacgtcaagaaggttccaaga
cgggatcggaaatacgcggtccagecggagaatgtattcgegataggegtacacatgtctcagaatctacaagggaagacatagea
caaggctgagagcaaaatccgttacttccattaccatggttcgatctctcagegecgegagecacgcactecttatgtgetagacac
tacaatccgtgatgttggccttgetgtgagaacgttcgagttgagaacgattggtgatcggetgectacggacaagacaatgaagag
atgaaaaacatgaatagtgaatctaatcaatctttagaaagaagaattaggtgttaagatgatttactttgecattgttttcttttg
ggggtatattcttttattgtatcatataatttgggtaatgggatcattaatacagettcaaaatactctttagtatatatattctg
tatgatttagaaaaaaggtctcctcataaatgttattgtctttgttttgccaaaaataaaagataaaacataccaactttggtttt
taaa

>Domaine_21
gaacttataatcaaaaaaagaattac

>Domaine_22
aataattcataattatgcatatggaa

>Domaine_23
aagtgaaataatgttatttttttatcttcactttaaa

>Domaine_24
gacatataattataaataacataattaatatggtcttt

>Domaine_25
accaxttttaataatattacatttttgttactacttt

>Domaine_26
acttatatttaaattacataaacata

>Domaine_27
taacaatcttaacggtccattaaaactttccaaa

>Domaine_28
ttccatcccaaaaagaattataatc
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>Domaine_29
tttaaacacattaaaacacattattc

>Domaine_30
caatctaaattattatttgatttaat

>Domaine_31
tcaaaatgatttccaaatcaatcatt

>Domaine_32
aacaaataccgacctgcaaaaacggg

>Domaine_33
taatcagtaaatagactccatactaataaaaga

>Domaine_34
tcatatattacgattcttactaatc

>Domaine_35
caaaaaaaaatcccaattattatttagttatgtttg

>Domaine_36

Annexes

taagcatattcgacaaacaaaagcatattccacaaatggtttacaaaatcgacaaatcgagtcttcatcaccaactaaacttattc
tcttcaatctaatctattcataactatctacacaatattcagtattaatctaaatttaaccaatcattaaaatttaaaccattcct
aaagattttatgctttctttacaagattgttacaatattcatatggtctttttttgccaaaaaagtgtataacctgtcaaatagtt
taaaaaaaaacacttataatcataaaaaatattacaccaattttgtgaatcttacatttttgtaaatactttactttcactaaaat
tacagacacataactaattaatacacattttttaacacattcttcttaacactaaataacaaccaaaacaaaaatcccaataatta

tttagttatgtttgattcaaaaaaa

>Domaine_37
aacacacactaatttatttaataaa

>Domaine_38

taaattggacgcaacacgagttaaactaaattatataattcaaatactattttg

>Domaine_39
aaatctataaaagccttcgec

>Domaine_40
acaactgtacaaataaaaaatctcc

>Domaine_41
aaaTAtTtagTATAAgAAccAAATaaaccGATtGece

>Domaine_42
CGcggTaaacCGecgggTTaAAtccta

>Domaine_43
cgcggtaaactgctggttaaagttat

>Domaine_44

TccctTTATTAtTAaAAgggAAgTACAAAtTgAAattTtgtct AATtTggccTcAATTTtgATTTcAAtTTTggATTTTgTtcttt

gctAttcAaaaTc

>Domaine_45
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aaaatcaatattcgatatatcaaaa

>Domaine_47
caatctcctaaactttatatgatccgat

>Domaine_48
atagttattaattttacatattttt

>Domaine_49
gttagaatttgtatttatttaatagag

>Domaine_50
ttttttcaaagatttaaaaaaactaaatata

>Domaine_51
ttctaatcactaaataacaaccaatcaaaaa

>Domaine_52
tatttaalaatttataTtTAtAAgTTTAxaaTAtcAaAtt

>Domaine_55
aatcccaattattatttagttatgtttgatta

>Domaine_56
aaatctcaatcattatttataaaaatttaaaa

>Domaine_57
attcccTTcAATcTAAaccgtTcAAcAAAAatA

>Domaine_58
ttatattatttatttcaatatttagtataa

>Domaine_59
tttatatgATccgaTTcAATctAAACCcgTTcAAtAAaAtTA

>Domaine_46-ci
tgatggaaaatttcttggtcaaaattaaa

>Domaine_47-ci
aaccatataaaaccgaggcc

>Domaine_bl-ci
atttcgggtgggttaggagtaat

>Domaine_52-ci
taaattacatacacattaxtaataatacacata

>Domaine_b54-ci
aatgagtaaaatggaattgttaatga

>Domaine_58-ci
cttcattttgatatctaaatatgagcata

>Domaine_59-ci
aatattggagcggattagaatttaca
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>Domaine_49-i
atagacgggtgagttatgtttaat

>Domaine_5b1-i
actagaaaatccacaaacttattcac

>Domaine_53-1
gtaaaatcacacattttccggatattatttaaac

>Domaine_55-i
AaAATcattaAgGgTAATTTGGTctTaacaa

>Domaine_56-i
gggcttttgatcacatgtaaaac

>Domaine_58-i
aaaatataaccaaatacttaattaa

>Domaine_60-i
ccttggacacatctaaaattataattacaatac

Annexes
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5.4 Annexe 4 : Tableau d’informations des AtREP3
insérés dans les promoteurs de genes

Nous avons limité notre tableau au AtREP3 présent a moins de 1kb du codon START
des genes a leur proximité. Le gene de ’ADC1 est le locus At2G16500.

N° Début Fin | Sens | Distance Locus Début Fin | Sens
17 499373 501371 - 857 At1G02450 497976 498516 -
1 3413554 | 3414840 + 710 At1G10390 3407025 3412844 -
3 7035181 7037279 + 317 At1G20320 7033647 | 7034864 -
18 8489403 | 8490182 - 441 At1G23990 8490623 | 8492719

4 9816197 | 9818260 + 669 At1G28120 9812952 9815528 -
19 9865331 9867400 - 738 At1G28230 9862060 | 9864593 -
6 12364115 | 12365971 + 896 At1G34020 | 12366867 | 12369158 +
23 | 13015829 | 13017601 - 666 At1G35400 | 13018267 | 13019029 +
7 13058801 | 13060873 + 743 At1G35490 | 13061616 | 13063424 +
25 | 16999931 | 17001394 - 595 At1G44960 | 17001989 | 17004169 +
11 | 18793771 | 18794515 + 459 At1G50720 | 18792848 | 18793312 -
26 | 19330906 | 19332928 - 355 At1G51980 | 19327071 | 19330551 -
27 | 19468759 | 19470617 - 745 At1G52270 | 19467354 | 19468014 -
28 | 19771658 | 19773500 - 642 At1G53040 | 19767978 | 19771016 -
129 | 19997348 | 19999401 - 450 At1G53580 | 19994943 | 19996898 -
129 | 19997348 | 19999401 - 717 At1G53590 | 20000118 | 20003933 +
14 | 22453596 | 22455669 + 472 At1G60970 | 22451513 | 22453124 -
14 | 22453596 | 22455669 + 569 At1G60980 | 22456238 | 22457805 +
131 | 22625444 | 22625969 - 671 At1G61330 | 22626640 | 22628192 +
29 | 22995597 | 22997725 - 253 At1G62230 | 22994640 | 22995344 -
29 | 22995597 | 22997725 - 523 At1G62240 | 22998248 | 22999136 +
16 | 23879809 | 23880930 + 858 At1G64340 | 23881788 | 23882718 +
32 | 26173058 | 26175142 - 660 At1G69580 | 26175802 | 26177275 +
33 | 30258034 | 30260414 - 838 At1G80470 | 30261252 | 30262808 +
37 542307 544163 + 543 At2G02140 544706 545424 +
132 707441 710071 + 640 At2G02610 710711 712818 —+
44 2962291 2962801 - 149 At2G07150 2962950 2964179 +
45 3197360 | 3213350 - 659 At2G07635 3214009 | 3217560 +
40 7118866 7120009 + 718 At2G16410 7120727 | 7121341 +
134 7160877 | 7161817 - 456 At2G16500 7157704 7160421 -
48 7820484 7821772 - 273 At2G17960 7819462 7820211 -
49 | 11292193 | 11294238 - 886 At2G26530 | 11289853 | 11291307 -
136 | 12100559 | 12101501 - 322 At2G28320 | 12101823 | 12106721 +
42 | 13273992 | 13276081 + 355 At2G31130 | 13270758 | 13273637 -
42 | 13273992 | 13276081 + 922 At2G31140 | 13277003 | 13278872 +
51 | 13913744 | 13915797 - 341 At2G32790 | 13912567 | 13913403 -
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N° Début Fin Sens | Distance Locus Début Fin Sens
53 1571386 1572131 + 593 At3G05440 | 1572724 1573272 +
54 3716348 3717217 + 438 At3G11750 | 3715077 3715910 -
56 | 10321649 | 10322677 + 320 At3G27831 | 10320718 | 10321329 -
59 | 15948273 | 15950357 + 814 At3G44240 | 15951171 | 15951890 +
60 | 16430129 | 16431438 + 592 At3G44950 | 16432030 | 16432271 +
73 | 17072371 | 17074213 - 197 At3G46382 | 17074410 | 17075090 +
75 | 17286728 | 17288798 - 823 At3G46910 | 17289621 | 17290637 +
63 | 17740925 | 17742216 + 249 At3G48040 | 17742465 | 17744477 +
64 | 18029766 | 18030911 + 130 At3G48630 | 18029268 | 18029636 -
65 | 18423139 | 18424283 + 392 At3G49660 | 18424675 | 18426379 +
66 | 18595721 | 18596085 + 203 At3G50110 | 18591592 | 18595518 -
67 | 20797378 | 20799425 + 245 At3G56010 | 20799670 | 20800903 +
67 | 20797378 | 20799425 + 605 At3G56000 | 20794308 | 20796773 -
68 | 22129590 | 22131633 + 372 At3G5H9870 | 22127138 | 22129218 -
68 | 22129590 | 22131633 + 431 At3G59880 | 22132064 | 22133127

83 370788 372085 - 932 At4G00885 369856 369991 -
77 683213 684357 630 At4G01575 681868 682583 -
92 | 16863268 | 16865074 - 419 At4G35520 | 16865493 | 16871769 +
92 | 16863268 | 16865074 - 891 At4G35510 | 16860457 | 16862377 -
93 | 4312439 | 4314868 424 At5G13450 | 4310317 | 4312015 -
106 | 4780213 | 4782230 - 719 At5G14790 | 4782949 | 4785808 +
107 | 5427959 5430064 - 484 At5G16580 | 5425892 5427475 -
108 | 7153186 7154440 - 320 At5G21060 | 7148980 7152866 -
98 | 11025340 | 11027899 + 389 At5G29000 | 11022087 | 11024951 -
116 | 15621899 | 15623830 - 171 At5G38980 | 15624001 | 15624579 +
99 | 16373703 | 16375771 + 186 At5G40830 | 16371608 | 16373517 -
100 | 17382253 | 17384350 + 766 At5G43280 | 17385116 | 17386542 +
118 | 19757741 | 19759842 - 725 At5G48670 | 19756051 | 19757016 -
141 | 20298271 | 20299209 - 182 At5G49880 | 20299391 | 20305310 +
119 | 20697542 | 20699631 - 874 At5G50830 | 20700505 | 20702081 +
120 | 21793013 | 21794257 - 76 At5G53600 | 21794333 | 21794668 +
121 | 22248178 | 22249489 - 452 At5G54710 | 22244800 | 22247726 -
122 | 24492517 | 24493816 - 800 At5G60840 | 24490560 | 24491717 -
103 | 25281737 | 25282562 + 690 At5G62950 | 25279458 | 25281047 -
104 | 25921958 | 25922840 + 469 At5G64800 | 25923309 | 25923629 +
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le transposon dans ’ancien locus. C’est cette réparation qui permet ’amplification de
IET de classe II. . .

Structure et organisation des différents transposons bactériens [147, 146]

Structure et organisation des différents types de transposons eucaryotes [30].
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1.13 Création et amplification des MITEs & partir des transposons & ADN [39]. La palette de
couleur marque les différentes portions de la séquence interne de ’élément autonome. Au
cours de I’évolution, les copies de I’élément autonome subissent des délétions de séquences
internes que I'on peut observer grace a la délétion de certaines couleurs dans les éléments
non-autonomes. Ces copies délétées subissent elles-mémes des délétions/mutations pour
former de courtes séquences appelées MITEs. Les MITEs possedent généralement, en
plus des TIRs, la séquence subterminale de I’élément autonome (3 familles sur 4 dans ce
schéma). Les mutations de la séquence interne peuvent rendre impossible la reconnais-
sance de cette séquence par rapport & ’élément autonome (couleur grise et vert foncé
surleschéma). . . . . . . . .. .. L e 28

1.14 Proportion en pourcentage d’éléments transposables dans certains génomes modeles

[106] © Christian Biémont. . . . . . . . . . . ... ... Lo 0. 29
1.15 Proportion des différents types d’éléments transposables dans le génome du riz et de
I'étre humain [83,84]. . . . . . . . . . ... .. ... o030

1.16 Activation du géne rapporteur de la luciférase par 'insertion du rétrotransposon de type
Gypsy [206]. Si I'insertion de gypsy a lieu & une courte distance du codon START, elle

provoque la diminution de la transcription du gene. Elle 'augmente pour une distance

plus grande. . . . . . . .. ...
1.17 Motifs de régulation contenus dans une séquence consensus de 500 copies Alu [186]. . . 32
1.18 Les deux principales méthodes de détection des éléments transposables in silico. . . . . 34
1.19 Modele de I'hélitron proposé par Kapitonov et Jurka [98]. . . . . . . . . ... ... 36

1.20 Modele putatif de la transposition d’un hélitron [16, 70]. Un seul brin (couleur orange)

est transposé par le mécanisme de transposition rolling-circle. La cellule répare PTADN

simple brin. . . . . . . . L e e e 3T
1.21 Exemple d’impact des hélitrons non-autonomes qui ont capturé des segments géniques

chezlemais [23]. . . . . . . . . ... ... oo oo 38
1.22 Exemple de perte de colinéarité entre trois lignées de mais [120]. L’insertion d’hélitron

avec des exons dans sa séquence interne entraine une perte de colinéarité des genes entre

les lignées. Les triangles bleus indiquent les sites d’insertion possibles des hélitrons. . . 39
1.23 Nombre d’articles parus sur les hélitrons depuis leur découverte et nombre d’articles par

génome. Sur Ihistogramme de gauche, la couleur rouge représente les articles avant la

définition des hélitrons donnée par Kapitonov et Jurka [98], la couleur bleue représente

les articles apres cette définition. . . . . . . . . . . . . . .. ... ... ..... 40
1.24 Principaux objectifs de ce projet : Modélisation, classification, organisation de la sé-

quence interne des hélitrons et role fonctionnel au sein du génome d’Arabidopsis thaliana. 41
2.1 Photos de la plante Arabidopsis thaliana A différents stades de son développement (www-

ijpb.versailles.inra.fr/fr/sgap/equipes/cyto/arabido.htm). . . . . . . . . .. . .. .. 43
2.2 Les principales bases de données comportant des données sur Arabidopsis thaliana. . . 4b
2.3 Positions des ETs et de hélitrons présents dans le génome d’ Arabidopsis thaliana, d’apres
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2.4 Technique de lecture de 'expression des genes par une puce & ADN [61]. . . . . . . . 47
2.5 Hiérarchie de Chomsky et les langages sur les génomes [183]. Le tableau énumere les 4
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2.6 Représentation graphique de I’algorithme naif. La comparaison est faite caractére par
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Arbre compact des suffixes de la séquence ATTGAC. Les arcs sont étiquetés par les
facteurs de la séquence. A chaque feuille est indiquée la position du suffixe dans la

séquence correspondant au mot lu depuis la racine jusqu’a la feuille.

Schéma récapitulatif des emplacements possibles des motifs de liaisons des facteurs de
transcription pour un géne eucaryote [36, 193]. Un enhancer (silencer) est un motif de

liaison aux facteurs de transcription qui augmente (diminue) la transcription.

Différents criteres d’agrégation des classes : lien minimum, maximum, moyen et critere
de Ward. Les traits verts clairs pour les liens minimum, maximum et moyen représentent
la distance entre les classes 1 et 2 pour ces 3 liens. Les traits verts du critere de Ward

représentent l'inertie intra-classe, les traits rouges représentent l'inertie inter-classe.

Exemple de classification ascendante hiérarchique. Les objets sont représentés par les
lettres a, b, ¢, d et e. Ces objets ont leurs coordonnées dans le plan zy comme variable,
et le critere d’agrégation des objets est simplement la distance séparant les objets sur
ce plan. L’arbre représente I'historique d’agrégation des objets en partant des premieres

agrégations en bas de ’arbre pour finir par la derniere agrégation en haut de celui-ci.

Exemple d’affectation arbitraire. L’individu a est assigné a la tache q, l'individu b est

assigné au travail s etc. Le cout total de cette affectation est 23.

Exemple de solutions pour un probleme de couverture minimale sans colt associé.
Chaque rectangle est un sous-ensemble possible. Les rectangles rouges montrent la so-
lution trouvée par l'algorithme glouton, les rectangles mauves montrent la solution op-

timale de ce probleme.

Structure et extension des 26 AtATEs initialement découverts [62]. L’élément transpo-
sable du promoteur ADC1 est 'AtATE 07 noté AtATE 07 ADC1. Les couleurs montrent

les similarités de séquences internes entre différentes régions.

Nombre d’occurrences d’AtREP3 dans le génome d’Arabidopsis thaliana en fonction
de la taille des deux extrémités. La valeur encadrée représente le nombre de nucléotides
choisi. La valeur d’occurrences correspondante est similaire a celle trouvée par Kapitonov
et Jurka [98].

Correspondance entre les connaissances biologiques et le modele syntaxique. La partie en
noir représente les données de la littérature. La partie en bleu représente les informations
que nous avons obtenues a partir d’expérimentations sur la taille des extrémités. Le
modele en rouge représente le modele final de I’hélitron avec 2 extrémités de 36 paires
de bases séparées par un gap variable. La valeur 9 représente le nombre maximal d’erreurs

de substitution accepté par rapport au motif consensus extrait de Repbase.

Comparaison de I'identification des hélitrons entre RepeatMasker et notre méthode syn-
taxique. Le symbole X correspond a ’absence de résultats. La seconde colonne corres-
pond au nombre d’occurrences de chaque famille décrit dans I'article de Kapitonov et
Jurka [98]. La troisieme colonne est la taille des consensus présent dans Repbase [94]. La
taille moyenne des hélitrons est calculée avec I'’ensemble des séquences détectées pour
RepeatMasker et seulement 1’ensemble des séquences détectés avec un modele a deux
extrémités pour STAN. .
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3.5 Comparaison des séquences détectées par STAN et RepeatMasker. Les séquences trou-
vées par les deux logiciels sont de couleur violette. Les séquences détectées seulement
par RepeatMasker sont en bleu et celles détectées seulement par STAN sont en rouge.
Le rectangle droit donne le nombre de séquences qui ont leurs positions communes
pour RepeatMasker (en bleu) et STAN (en rouge). Comme une séquence détectée par
une méthode donnée peut correspondre a plusieurs séquences de Pautre méthode (dans
cet exemple, une séquence détectée par STAN est superposée avec 5 séquences détectées
par RepeatMasker), les valeurs des séquences communes obtenues par les deux méthodes
sont différentes. Le rectangle gauche montre le pourcentage de séquences détectées par

RepeatMasker dont la taille est inférieure au plus petit consensus d’hélitron (564 bp) [98]. 69

3.6 Visualisation d’occurrences i non couvertes par j et exemple d'une distance entre deux
séquences. La premiere partie de la figure montre les positions de left; et left;. Les

positions de left; non couvertes par left; sont entourées en rouge. . . . . . . . . . . (2

3.7 Occurrences et regroupement des extrémités 5’ dans le génome d’Arabidopsis thaliana.
La premiere colonne est le nouveau nom (un chiffre) de Pextrémité 5°. La seconde colonne
donne les anciens noms des extrémités, avec entre parenthéses le nom conservé pour le
groupe d’extrémités de cette ligne. La troisieme indique la séquence consensus conservée
pour cette extrémité. La quatrieme colonne indique le nombre d’occurrences du terminus
conservé. Enfin, la derniéere colonne donne le nombre d’occurrences perdues en choisissant

cette extrémité pour représenter ce groupe d’extrémités. . . . . . . . . ... .. .. 73

3.8  Occurrences et regroupement des extrémités 3’ dans le génome d’Arabidopsis thaliana.
La premiere colonne est le nouveau nom de l'extrémité 3’. La seconde colonne donne
les anciens noms des extrémités, avec entre parenthéses le nom conservé pour le groupe
d’extrémités de cette ligne. La troisieme indique la séquence consensus conservée pour
cette extrémité. La quatrieme colonne indique le nombre d’occurrences du terminus
conservé. Enfin, la derniere colonne donne le nombre d’occurrences perdues en choisissant

cette extrémité pour représenter ce groupe d’extrémités. . . . . . . . . . ... ... T4

3.9 Matrice de fréquence des modeles associés aux paires d’extrémités d’hélitron. Les lignes
et les colonnes ont été classées par lalgorithme d’optimisation de Munkres [152]. Chaque
ligne représente un terminus 5’ de 36 pb et chaque colonne représente une extrémité 3’
de36pb. . . ... e e e e e T

3.10 Matrice de fréquence des occurrences de toutes les paires possibles 5’ - 3’ correspondant
au modele de la Figure 1.19. Chaque cellule est coloriée en fonction de sa fréquence.
Chaque ligne représente un terminus 5’ ou une agrégation de termini 5° de 36 pb et
chaque colonne représente une extrémité 3’ ou une agrégation d’extrémités 5°. Les rec-

tangles bleus délimitent les quatre clusters de familles. . . . . . . . . . . ... ... 77

3.11 Pourcentage d’hélitrons possédant un ORF dans leur séquence et proportion de ces
ORFs identifiés par BLASTP. . . . . . . . . . . . . . v i i i i i e e e e .. T8

3.12 Occurrences des hélitrons codant pour des ORFs de RPA-like et d’hélicase-like. Chaque
couleur donnée représente la méme séquence hélitronique avec une ou plusieurs combi-

naisons de termini. . . . . . . . . . .. ..o T9

3.13 Visualisation de multiples termini autour d’un géne codant une seule RPA-hélicase pro-
téine. La couleur rouge (bleue) montre les extrémités 5’ (3’). Les deux ORFs n’ont pas
la méme orientation (protéine inconnue : orientation +; RPA-hélicase : orientation -). . 80
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Comparatif de notre algorithme SetCover avec ’algorithme glouton et l’algorithme
“double glouton”. Nous avons comparé les trois algorithmes pour deux jeux de données :

les couples d’extrémités hélitroniques du chromosome 1 et les couples du génome entier.

Pour les deux jeux, nous avons comparé le temps CPU et le résultat de 'optimisation. .

Fonctionnement de l'algorithme SetCover au cours de 1’étape i. Les occurrences sont
représentées par des points, et les couples sont représentés par les couleurs sur les points.
A Tétape i, on repére le couple qui couvre le plus d’occurrences (cercle rouge). Soit on
choisit ce couple CMax soit on choisit C4;; : un ensemble de couples qui couvre les
occurrences du couple CMax choisi précédemment (aire rouge clair). Ensuite, on élimine
les occurrences couvertes par ces couples et on passe a I’étape ¢ + 1. . .

Matrice de combinaisons de termini qui recouvre I’ensemble des séquences hélitroniques
chez Arabidopsis thaliana. Chaque cellule est colorée en fonction de sa fréquence. Chaque
ligne représente un terminus 5’ de 36 pb et chaque colonne un terminus 3’ de 36 pb comme
défini dans la figure 3.3.

Nouvelle nomenclature des hélitrons. La premieére colonne correspond aux couples sélec-
tionnés par 'optimisation. Les seconde et troisieme colonnes correspondent aux anciens
noms des extrémités des hélitrons [98]. La derniere colonne est le nouveau nom que nous
proposons pour la famille d’hélitron.

Comparaison de séquences flanquantes des nouvelles familles hélitroniques et de niches
vides. La nom des niches est indiqué en bleu. Les noms des familles hélitroniques sont
colorés en vert. La position de la séquence flanquante est indiquée avant la séquence ; le
numéro de chromosome est indiqué en rouge.

Hypothese de mécanisme moléculaire de la création d’hélitron chimérique (adapté de
Feschotte et al. [70] et Gutierrez et al [77]). (1) : Un hélitron entier (couleur rouge)
est situé a proximité de plusieurs hélitrons tronqués. Les protéines de transposition
[98, 70, 77] reconnaissent I'une des extrémités 3’ d’un hélitron tronqué AtREPy. (2) :
Les protéines coupent le terminus 3’ de I’hélitron tronqué et se déplacent ensuite vers une
extrémité 5. (3) : Les protéines RPA-hélicase reconnaissent l'extrémité 5’ de I'hélitron
complet ATREPx. La séquence est coupée et I'hélitron chimérique est transposé. .
Zone d’un alignement réalisé par ClustalW [200] de la famille AtREP3. Les nucléotides
sont colorés par ClustalW.

Visualisation de 'organisation en domaines des éléments AtREP3. Chaque domaine
répété possede une texture unique. Les insertions de séquence uniques sont représentés
par une simple ligne. Les différentes couleurs des noms des AtREP3 correspondent a une
classification manuelle des AtREP3 en sous-groupes.

Principales étapes de détection et de visualisation des domaines présents dans un en-
semble de séquences répétées. Les programmes utilisés sont indiqués entre parentheses.
Apres 'alignement des séquences, DomainDetector trouve tous les domaines potentiels.
HMMbuild et HMMcalibrate [59] créent les profils HMM de chaque domaine et Hmm-
search localise ces domaines dans toutes les séquences. DomainOptimizer extrait le mi-
nimum de domaines couvrant toutes les séquences. Cette détection crée une matrice
de présence/absence de domaines, que CHAVL [128] utilise pour classer les séquences.
Enfin, DomainRender crée I'image de la famille d’éléments incluant la classification et
la localisation des domaines.

Exemple de domaine w dans des séquences S; et Ss. Le cadre bleu représente la fe-
nétre d’alignement de taille MinSizeDomain = 5. Les lettres en rouge représentent

I’alignement M contenu dans cette fenétre. . .
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Exemple de détection de domaines. MinSizeDomain vaut 4 et MaxErrors vaut 2. Une
fenétre glissante de taille MinSizeDomain parcourt I'alignement calculant a chaque
étape NbDif f et NbEmpty. NbDif f vaut 0 a la position 1. Le nombre d’erreurs aug-
mente jusqu’a un extremum local de 4 erreurs a la position 6. Le domaine détecté
correspond & la position 1 & 5 (=6-1). La fenétre repart a la position 9 (=5+4). La
fenétre glisse jusqu’a la position 12. Une séquence gap apparait a cette position. Une
nouvelle frontiere est détectée avec deux domaines s’étendant de la position 6 a 11. A la
position 14, NbEmpty vaut 0 et NbDif f vaut 2 et le nombre d’erreurs diminue jusqu’a
la position 17. A cette position, NbDif f et NbEmpty valent 0, c’est un extremum. Le
segment détecté va de la position 12 a 16. Le dernier segment de 17 a 20 est le dernier

domaine. . . . . . .o Y

Exemple de graphe de couverture pour une séquence Si. s et t sont les sommets virtuels
qui commencent et finissent une segmentation. Le poids des arcs représente la distance,
en valeur absolue, entre le début du sommet de ’arc entrant et la fin du sommet de ’arc
SOrtant. . . . . .. . . e e e e e e e e e oo 90

Exemple de visualisation et de classification de séquences synthétiques avec Domain-
Render. Les séquences ont été classées en fonction de la présence/absence des domaines
et leur classification est représentée par ’arbre a gauche des séquences. Chaque texture

correspond & un domaine distinct. . . . . . . . .. ... .. ... ... 97

Test de DomainOrganizer sur l'organisation en domaines de la famille Emigrant [69].
L’image obtenue par DomainRender a été tournée horizontalement. Nous observons que
les extrémités 3’ des deux sous-groupes d’Emigrants, qui possedent la méme séquence
(25 pb), sont représentées comme des domaines distincts. Cette différence est due a
I’alignement multiple. Les deux sous-groupes n’ont pas été alignés sur ces extrémités et

DomainDetector les a considéré comme deux domaines différents. . . . . . . . . . . . 101

Organisation en domaines de la famille d’hélitron AtREP21 [196]. Chaque domaine est

identifié par une texture unique attribuée par DomainRender. . . . . . . . . . . . . 103

Comparaison entre le premier sous-groupe d’AtREP21 et les autres sous-groupes. A

chaque comparaison est indiquée les domaines insérés, délétés ou substitués. . . . . . . 104

Exemple de structures secondaires associées a la segmentation en domaines. Dans cet
exemple nous comparons ’AtREP21 21 avec 'AtREP21 22 et ’AtREP21 29 avec ’AtREP21
45. Nous avons mis la texture des domaines trouvé avec DomainOrganizer sur les struc-
tures secondaires. La valeur donnée par AG représente la stabilité de la séquence a

conserver cette structure. . . . . . . . . . . . .. . e ... 106

Structure secondaire associée a quatres domaines. Les domaines présentés sont les do-
maines 42 et 44, caractéristiques des extrémités AtREP21, et les domaines 16 et 49. Les
nucléotides colorés en vert représente les nucléotides caractéristiques des hélitrons [98].
Le domaine 16 est un exemple de domaine ayant une structure secondaire bien définie
(une tige-boucle). Le domaine 49 ne présente aucune structure secondaire. Les traits

rouges représentent les liaisons CG et les traits bleus représentent les liaisons AT. . . . 107

Nombre d’occurrences de chaque domaine interne d’AtREP21 présent dans le génome
d’ Arabidopsis thaliana. Les textures obtenues avec DomainRender pour la famille AtREP21
sont reportées pour chaque domaine. Le seuil de 48 copies est indiqué en rouge, il délimite

les domaines qui sont plus nombreux que les copies d’AtREP21 dans le génome. . . . . 108
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Pourcentage d’occurrences présentes dans les AtREP21, les hélitrons et le reste du gé-
nome. Le graphe du haut empile trois pourcentages d’occurrences des domaines internes
d’AtREP21. Les barres vertes représentent le pourcentage d’occurrences de chaque do-
maine présent dans les AtREP21 ou dans des chimeéres d’AtREP21. Les barres rouges
montrent le pourcentage d’occurrences présent dans les autres familles d’hélitrons. Les
derniéres barres (en bleu) représentent le pourcentage d’occurrences en dehors des héli-
trons chez Arabidopsis thaliana. Les courbes du graphe du bas montrent les occurrences
de chaque catégorie de domaines avec les mémes couleurs : vert pour les AtREP21, rouge

pour les hélitrons et bleu pour le reste du génome.

Exemples d’appariement de domaines a 'extérieur des AtREP21. Une texture parti-
culiere a été attribuée a la séquence AtREP21. Les autres textures correspondent aux
domaines. L’affichage des domaines internes avant les séquences d’AtREP21 garantit de
ne montrer que les domaines externes a AtREP21. .

Exemple hypothétique de création de différents domaines internes dans les hélitrons
& partir d’'une seule entité biologique insérée. (1) : Un ET s’insére dans une copie
d’AtREP21. La copie se multiplie avec 'ET inséré. (2) : La séquence interne d’AtREP21
diverge. (3) : La divergence apparait avec la comparaison des séquences par DomainOr-
ganizer [196]. L’analyse des domaines internes issus de 'ET montre qu’ils sont associés
a 'extérieur de I’hélitron, car ils sont issus de cet ET.

Partie 1 du tableau récapitulatif des informations relatives aux domaines internes. L’an-
notation putative des domaines est donnée si elle a été trouvée. . .

Partie 2 du tableau récapitulatif des informations relatives aux domaines internes. L’an-
notation putative des domaines est donnée si elle a été trouvée. . .

Arbre phylogénétique des 48 séquences AtREP21 réalisé avec la méthode du neighbour-
joining [177]. Les couleurs rajoutées sur l’arbre correspondent aux couleurs des sous-
groupes trouvés avec DomainOrganizer (Figure 3.28).

Evolution de la famille AtREP21 & partir des identifications des domaines internes.
Modele d’impact sur la régulation d’'un hélitron inséré dans un promoteur de gene.
Les différentes barres verticales colorées représentent les différentes boites de régulation
détectées.

Répartition des AtREP3 en fonction de la nature de 'insertion et de la distance de
I'insertion. Le diagramme & gauche représente les différentes proportions d’insertion des
AtREP3 dans les différentes zones du génome. Le graphe a droite donne le nombre
d’AtREP3s insérés dans le promoteur par classes de distance au codon START de la

transcription.

Profils d’expressions des différents génes qui contiennent un AtREP3 dans leur promo-
teur. Les profils observés ont été réalisés sur les différents organes de la plante Arabidopsis
thaliana. La colorisation des profils de genes est normalisée. Ainsi, pour chaque gene le
plus haut signal d’intensité de transcription obtient la valeur 100 % (couleur bleue-noire)
et ’absence de signal obtient la valeur 0 % (couleur blanche). .

Motifs de régulation détectés dans les promoteurs des genes étiquetés par les AtREP3s
et ne s’exprimant que dans le pollen de la plante. Les motifs ont été détectés avec
l'interface TOUCAN [2] qui a utilisé le logiciel MotifScanner [199] et la base de données
TFD. Les emplacements des AtREP3 insérés ont été rajoutés sous les promoteurs. Les
genes présents sur le brin négatif ont été inversés avec leur promoteur pour obtenir la

méme orientation sur le schéma.
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Observation de I'activité de transposition par I'intégration de deux constructions trans-
formées dans une cellule de plante. La construction de droite contient un gene de re-
sistance dans lequel est inséré les extrémités hélitroniques pour la reconnaissance des
protéines de transposition. La construction de gauche contient un hélitron autonome
dépourvu de ses extrémités pour éviter sa propre transposition. La construction de
droite contient aussi un gene de résistance. Seules les plantes transformées avec les deux
constructions survivront sur un milieu de culture sélectif. Nous pourrons modifier la
séquence de I'hélitron autonome pour enlever un ORF donné et observer 'importance
de cet ORF sur l'efficacité de la transposition. . . . . . . . . . . . ... ... ... 129
Analyse de la préférence des extrémités hélitroniques lors de la transposition. Il s’agit
d’observer le taux de transposition de chaque combinaison de termini présente dans
I’hélitron non-autonome. Les graphiques & droite de la figure montrent les deux cas pos-
sibles de taux que ’on pourrait obtenir : le graphique du haut montre une reconnaissance
préférentielle et le graphique du bas présente une reconnaissance spécifique des extrémités. 130
Modele d’étude de 'activité régulatrice de 'AtREP3 présent dans le promoteur de
I’ADCI1. I’AtREP3, avec la séquence promotrice, a un role régulateur sur le ggne ADC1
[82, 62] (schéma de gauche). L’AtREP3 de PADC1 est inséré en amont d’un promoteur
minimal et d’un géne marqueur. Nous pouvons ensuite mesurer I'action régulatrice de
cet hélitron, indépendamment des zones non-hélitroniques du promoteur ADC1. . . . . 131
Recherche d’un hélitron dans l’ensemble des genes spécifiquement transcrits dans le
tissu pollen. Le résultat de cette puce & ADN hypothétique représente schématiquement
I’ensemble des profils tissulaires des genes d’Arabidopsis thaliana. Une ligne représente
un tissu, une colonne représente un gene. Pour tous les génes exprimés uniquement dans
le pollen (en haut & droite de la puce), une recherche systématique d’hélitron ou de
fragment d’hélitron devra étre réalisée. . . . . . . . . . . . . ... ... .. ... 132
Comparaison de la segmentation obtenue par DomainOrganizer et Pygram pour trois
AtREP21. DomainOrganizer représente chaque domaine par une texture différente. Deux
séquences son considérés appartenant au méme domaine s’il sont similaires & plus 80 %.
Pygram visualise les répétitions exactes avec des triangles, une couleur de triangle est
attribué a chaque domaine. La hauteur des triangles est proportionnel a la taille des
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Evolution schématique des éléments transposables d’un génome eucaryote. A partir du
génome ancestral, les différentes copies d’éléments transposables subissent des mutations
comme les autres séquences d’ADN, mais subissent aussi des recombinaisons "illégitimes”
dues a leur nature de séquences répétées. Le nombre de ces mutations et recombinaisons
est variable d’une espece & 'autre. Apres le séquengage d’un génome, on observe une
mosaique d’éléments distincts dont il est tres difficile de reconnaitre que ces éléments

sont issus de la méme famille ’'ET. . . . . . . . . . . . .. .. ... ......134



Résumé

Les hélitrons constituent un groupe d’éléments transposables découverts récemment
dans les génome eucaryotes. A travers une étude bioinformatique, nous avons étudié leur
mode d’invasion, la modularité de leur séquence et leurs impacts sur les genes a leur
proximité dans le génome d’Arabidopsis thaliana.

Les hélitrons sont les éléments transposables les plus répandus dans ce génome ; néan-
moins ils ne sont que partiellement reconnus par des logiciels d’alignement. Nous avons
modélisé ces éléments sous la forme d’une grammaire formelle. Cette grammaire est consti-
tuée des deux extrémités terminales séparées par une séquence nucléotidique quelconque
de taille fixée. Nous avons créé une matrice d’occurrences des modeles associant toutes les
combinaisons possibles d’extrémités. La matrice a fait apparaitre des associations préféren-
tielles entre certaines extrémités et a permis la découverte de nouvelles familles d’hélitrons
chimériques. La détection des ORFs contenant les protéines de transposition a permis de
confirmer la relation hélitron autonome non-autonome et de comprendre le mécanisme
de création des chimeres d’hélitrons. Nous avons proposé une nouvelle nomenclature des
hélitrons basée sur leurs extrémités et non sur leur séquence globale.

L’étude de la séquence d’une famille d’hélitrons a montré une réorganisation constante
des domaines nucléiques entre les différentes copies de cette famille. Pour comprendre cette
organisation, nous avons mis au point le logiciel DomainOrganizer qui permet d’observer
la composition en domaines des éléments transposables. DomainOrganizer détecte les
frontieres entre domaines a partir d’un alignement multiple et crée la liste des domaines.
A partir de cette liste, il recherche, par un algorithme d’optimisation combinatoire, le
nombre minimal de domaines qui recouvrent au maximum l’ensemble des séquences. Enfin,
DomainOrganizer visualise et classe les séquences en fonction de leurs domaines. L’analyse
par domaines de la famille AtREP21 a permis de comprendre la nature de cette variabilité
et de retracer I'histoire évolutive de cette famille & partir de I'identification des domaines.

L’étude de la localisation des hélitrons AtREP3 dans ce génome de plante a montré
une insertion préférentielle de ceux-ci dans les promoteurs de genes. Les profils d’expres-
sion de ces genes, nous a permis d’identifier plusieurs clusters. Par ailleurs, les motifs de
régulation ont montré une grande variabilité de motifs dans les promoteurs mais pas dans
les hélitrons. Ces résultats ont montré que les hélitrons non-autonomes transportent dans
leurs séquences internes des motifs de liaisons aux facteurs de transcription. Des analyses
complémentaires devront étre réalisées pour comprendre ’action régulatrice des hélitrons
sur les genes situés a leur proximité.

Mots Clés : Arbres des suffixes, Arabidopsis thaliana, Chimere, Co-régulation, Do-
maine nucléique, Elément transposable, Hélitron, Modele syntaxique, Optimisation com-
binatoire.



