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Resune

Le développement de la seconde génération de séquenceurs haut débit a généralisé
l'accés a I'étude du transcriptome via le protocole RNAseq. Celui-ci permet d'obtenir a
la fois la séquence et I'abondance des transcrits d'un échantillon. De nombreuses mé-
thodes bioinformatiques ont été et sont encore développées pour permettre I'analyse des
données issues du RNAseq et en tirer le maximum d'information. Ce type d'analyse est
notamment possible sans utiliser de génome de référence, et donc pour les espéces mo-
déles ou non-modeles, grace a des méthodes d'assemblage.

Durant ma these, j'ai principalement travaillé a partir de données RNA-seq issues
d'espéces non modéles. Je me suis intéressée dans un premier temps a l'impact de I'hy-
bridation inter spéci que sur la stabilité des génomes chez les hybrides issus des croise-
ments réciproques de D. mojavensis et D. arizonae. Nos résultats ne montrent pas une
dérégulation globale, mais plutdt quelques genes et éléments transposables qui sont spé-
ci quement dérégulés. La pipeline d'analyse mis en place ici sera réutilisée pour I'étude
des niveaux d'expression des transcrits chez les méales ainsi que pour les croisements is-
sus d'autres lignées de D. mojavensis avec D. arizonae, conduisant & une fertilité variable
chez les hybrides.

Dans un second temps, j'ai participé a la validation du logiciel KisSplice pour la dé-
tection de SNP dans des données RNA-seq sans génome de référence. Celui-ci permet
de trouver différents types de variants (épissage, indels) directement dans le graphe de
de Bruijn construit a partir des lectures séquencées. J'ai également participé au dévelop-
pement d'outils de post-traitement permettant de prédire I'impact des SNP sur les pro-

téines.



Abstract

Next-generation high throughput sequencing technologies provide ef cient, rapid,
and low cost access to sequencing. Its application to transcriptomes, called RNA-seq, en-
ables the study of both the sequence and the expression of the transcripts. Many bio-
informatics methods are still developed for RNA-seq data processing, trying to get the
maximum out of it. Assembly methods allow us to study non-model species (no reference
genome available) as well as model species. The work presented here is mostly related to
RNA-seq data on non-model species.

Inthe rst study, to understand the initiation of hybrid incompatibility, we performed
a genome-wide transcriptomic analysis on ovaries from parental lines and on hybrids
from reciprocal crosses of D. mojavensis and D. arizonae. We didnt see a global deregeru-
lation of genes or transposable element. Instead, we show that reciprocal hybrids presen-
ted speci ¢ gene categories and few transposable element families misexpressed relative
to the parental lines. The analytical work ow developed for this project will be used to
analyze transcriptomic data from the testis, but also to study the reciprocal crosses from
other lines of D. mojavensis with D. arizonae leading to variable levels of sterility in hy-
brids.

A second project tacked here is the identi cation and quanti cation of SNPs from
RNA-seq data without a reference genome with KisSplice. Kissplice was developed to
identi ed several type of variants (splicing events, indels) directly from the de Bruijn graph,
build from the sequenced reads. We also developed other KisSplice-tools, for downstream

analyses of the SNPs, including the prediction o their impact on the protein sequence.






1

Table des materes

Introduction générale 10

Introduction 12

1 Transcriptomique . . . . . . . . e e e e 13
1.1 Latranscription . . . . . . . . . .. 13
1.2  Technologies pour I'analyse a large échelle du transcriptome . . . . . 15
1.3 Designexpérimental . . ... ... ... ... ... .. ... ... 20

2 LanalysededonnéesRNA-seq . . ... ... ... ... ..., 22
2.1  Méthodes d'alignementsdeslectures . . . ... ... ... ....... 22
2.2  Méthodes d'assemblage (sans génome de référence) . . . . . ... .. 24
2.3 Reconstruction des transcrits et épissages alternatifs . . . . . ... .. 27
2.4 Identi cation des variants nucléotidiques . . . . .. ... ... 28
25 Accésalaquantication . . ... ... ... ... 29
2.6  Comparer deux (ou plus) échantillons . . . . ... ... ......... 30

3  Lesrépétitions et élémentstransposables . . . . . .. ... ... 31

3.1  Analyse bio-informatique des éléments transposables en génomique 34
3.2  Analyse bio-informatique des éléments transposables en RNAseq . . 35

CoNCIUSION . . . . . e e e 37

2 Expression des éléments transposables (et des génes) chez les hybridesde  D. mo-

1
2

javensis et D. arizonae 38

Avant-propos . . . . . e e e 39
Article 1 : Identi cation of misexpressed genetic elements in hybrids bet-

ween Drosophila-related species . . . . . . . ... ... oL 40



3  Supplementary Information. . . . .. ... ... Lo 80

3 Détection de SNP dans les données RNAseq sans génome de référence 96
1 AVaNt-PropoS . . . o o e e e 97
2  Article 2: SNP calling from RNA-seq data without a reference genome : iden-

ti cation, quanti cation, differential analysis and impact on the protein se-

QUENCE . . . o o e e e e e e e e e 98
3  Supplementary Information. . . . .. ... .. L 112
4 Conclusion et Perspectives 133
1 Hybrides . ... ... . . .. 134
2  Deétection des variants nucléotidiques . . . . . . ... 136
A Articles annexes 151
1 Hybridesetélémentstransposables . . . . . ... ... ... ... ....... 152

2  TEtools : quanti cation des éléments transposables et des piRNA dans des

donnéesRNA-Seq . . . . . . . . 215



o o B~ W N P

Liste des gures

Transcription, épissage alternatif et traduction . . . . .. ... ... ... .. 14
Les différentes technologies de séquencage (par génération) . . . ... ... 17
Séquencageillumina . . . . . ... 18
Graphe d'overlap etgraphededeBruijn . . . . ... ... ... ... ..... 24
Les répétitions dans le graphe d'overlap et graphe de de Bruijn . . . . . . .. 25

Exemple de graphe de de Bruijn construit a partir de 100000 lectures issues

du séquencage transcriptomique de D.mojavensis. . . . . ... ... ... .. 26
Exemple d'erreur d'assemblage dans un graphe de de Bruijn. . . . . . . . .. 27
Structure des différents types d'éléments transposables . . . . ... ... .. 33



Introduction gererale

Introduction générale Avec les développements des technologies de séquencage a haut
débit, il est maintenant possible d'étudier, avec une méme expérience, le transcriptome a
large échelle. Nous pouvons non seulement avoir acces a la séquence des transcrits mais
aussi a la quanti cation de leur expression (RNAseq). Les technologies de séquengages
ne nécessitent pas de connaissances au préalable des séquences de I'espéce étudiée, et
peuvent ainsi étre utilisées sur les espéces modele comme sur les espéces non modeles,
avec ou sans génome de référence. L'analyse de données issues d'espéces non-modéles,
nécessite le développement d'outils appropriés, basés notamment sur des méthodes d'as-
semblage. De plus, un des grands dé s des méthodes d'assemblage concerne la prise en

compte des répétitions, que souvent sont un entrave a un bon assemblage.

Durant ma thése, je me suis intéressée a l'analyse de données de RNAseq dans le cas
d'espéces non modeles. Ce travail a porté d'une part sur la validation d'une méthode pour
la détection de SNP (« single nucleotide polymorphism ») et d'autre part a I'analyse de

données RNAseq issu de deux espéces non modeles et de leurs hybrides.

Le premier chapitre de cette thése constitue une introduction méthodologique al'étude
du transcriptome a partir de données RNA-seq. J'y présente les différentes méthodes (et
les problématiques associées) permettant I'analyse de ce type de données, pour les génes
mais également pour les éléments transposables, qui font partie de la portion répétée des
génomes.

Le second chapitre est consacré a I'étude de I'impact de I'hybridation inter spéci que
sur la régulation des genes et des éléments transposables. L'étude présente 'analyse des
niveaux d'expression de deux espéces de drosophile ayant divergé il y a moins d'un mil-

lion d'années (D. mojavensis et D. arizonae), ainsi que des hybrides issus de leur croise-
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CHAPITRE O — INTRODUCTION GENERALE

ment réciproques. Le pipeline développé ici, et qui pourra étre réutilisé pour poursuivre
I'étude sur les hybrides avec d'autres lignées et d'autres tissus, a la particularité d'utiliser

un co-assemblage des différents transcriptomes. Ceci a permis d'augmenter arti cielle-
ment la couverture et de pouvoir reconstituer un transcriptome de référence le exhaustive
possible. Ce travail a été publié blablab bla .Cette pipeline a également été utilisé dans le
cadre une collaboration avec Valeria Romero Soriano en travaillant sur un autre modele
biologique permettant d'étudier I'impact de I'nybridation inter-spéci que sur la stabilité

des génomes dans les cas de deux especes plus divergentes. Les résultats de I'étude sont
présentés en annexe de ce manuscrit.

Le troisieme chapitre de cette thése est quant a lui axé sur des aspects méthodolo-
giques. J'ai participé a la validation du logiciel KisSplice pour la détection de SNP dans des
données RNA-seq sans génome de référence. KisSplice a été initialement développé au
sein I'équipe Erable a n d'identi er les variants d'épissages directement dans un graphe
de de Bruijn construit a partir des lectures de RNA-seqg. Son développement est issue
d'une collaboration de plusieurs équipes de recherche dans le cadre de TARN  Colib'read,
qui propose des développement de méthodes basées directement sur les lectures séquen-
cées pour répondre a différents problémes biologiques (détection de SNP, d'épissage, d'in-
versions génomiques etc.). J'ai également participé au développement d'outils de post-
traitement permettant de prédire I'impact des SNP sur les protéines. Les résultats de ces
développements et la validation des méthodes ont fait I'object d'une publication dans au
sein du journal Nucleotide acid research.

En n le dernier chapitre présentera une bréve conclusion de ces différents travaux

ainsi que les perspectives associées.
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CHAPITRE 1 — INTRODUCTION

1 Transcriptomique

Latechnique de séquencage, arrivée des les années 70, a donné accés ala composition
en nucléotide des molécules d'ADN (Sanger and Coulson [1975]). Cette avancée techno-
logique a eu un impact considérable sur I'acquisition de nouvelles connaissances en bio-
logie moléculaire, en évolution, génomigue environnementale, dans le domaine médical
et bien d'autres, ainsi que dans le développement d'outils statistiques et informatiques
adaptés a ce type de données. Depuis, les technologies de séquencage ont évolué, en par-
ticulier avec l'arrivée de la seconde génération de séquenceurs (NGS), donnant un acces
massif et a moindre co(t aux séquences génomiques.

Ces technologies ont également permis le renouvellement des études transcriptomi-
ques. Latranscriptomique consiste en |'étude de I'ensemble des ARN (ou transcrits), sou-
vent plus particulierement les ARN messagers (ARNm), qui sont utilisés comme intermé-
diaires pour la production de protéines. Le transcriptome étudié peut étre celui d'un type
cellulaire particulier ou d'un tissu spéci que. La transcriptomique constitue aujourd'hui
un domaine de recherche a part entiére.

Le séquencage a haut débit de I'ARN (appelé RNA-seq) est actuellement la technologie
la plus employée pour identi er et quanti er, a large échelle, les transcrits extraits d'un ou
plusieurs individus, tissus ou types cellulaires, dans des conditions physiologiques don-
nées. Avec la production massive de données RNA-seq, des méthodes et outils spéci ques

permettant I'analyse de ce type de données ont été et sont encore développés.

1.1 Latranscription

La transcription permet la copie des portions d'ADN en des molécules intermédiaires
“semblables”, les ARN messagers, qui peuvent ensuite étre traduits en protéines.

Chez les eucaryotes, les génes sont constitués de parties dites codantes qui peuvent
étre traduites en acides aminés, les exons, et de parties dites non codantes, les introns. Le
transcrit issu directement de la “copie” du géne, le pré-ARNm, n'est pas directement tra-
duit et doit d'abord subir une étape de maturation. L'épissage dit constitutif consiste en
I'excision des introns des pré-ARNm. |l est cependant trés fréquent que I'épissage, appelé
dans ce cas épissage alternatif, aboutisse a la rétention de certains introns et/ou a I'exci-
sion de certains exons dans les transcrits (prés de 90% des génes de I'hnumain sont concer-

nés par I'épissage alternatif [Barash et al. [2010]; Pan et al. [2008]]). Du fait de I'épissage

13
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FIGURE 1 — Schéma simpli é : transcription, épissage alternatif et traduction (adaptée d'une gure

du NHGRI [2014], domaine public)

alternatif, un méme géne conduit couramment & la formation de transcrits constitués de
différentes suites d'exons, et donc potentiellement & la synthése de plusieurs protéines
(Figure 1).

Latrés grande majorité des ARNm, et certains longs ARN non codants, sont également
polyadénylés (addition d'une queue polyA en 3') avant |'étape d'épissage. La queue polyA
joue un réle dans stabilité des ARN et, chez les eucaryotes, permet leur transport vers le
cytoplasme.

Si les ARN messagers (ARNm) sont les molécules le plus souvent visées par les ana-
lyses de transcriptome, de part leur réle d'intermédiaire pour la synthése des protéines, il

existe d'autres types d'’ARN qui sont eux non codants :

i Delongs ARN non codants, qui n'entraineront pas la synthese d'une protéine.

i Les ARN ribosomiques (ARNr) constituent la plus grande part de I'ARN total d'une
cellule (80% chez les mammiféres). lls forment, en association avec des protéines,
les ribosomes chargés de la synthése des protéines a partir des ARNm.

I Les ARN de transfert (ARNt) qui permettent la traduction d'un codon d'un ARNm
en acide aminé.

i Divers petits ARN non codants, dont on sait que certains jouent un role dans les sys-
temes de régulation d'expression de différents compartiments du génomes (genes

et éléments transposables).

14



CHAPITRE 1 — INTRODUCTION

1.2 Technologies pour I'analyse a large échelle du transcriptome

Différentes technologies permettent I'étude a large échelle des transcriptomes. On
peut séparer les puces a ADN, basées sur I'hybridation des séquences pour quanti er
I'expression des transcrits, et les technologies de séquencage, en particulier le RNA-seq
qui permettent a la fois I'accés a la séquence des transcrits, et, selon la profondeur de sé-
guencage et leur niveau d'expression, un acces plus ou moins précis a la quanti cation

de ceux-ci.

Il existe également des technologies (dites "géne a gene") permettant d'étudier et
d'analyser les transcrits et/ou les génes au cas par cas. C'est le cas des RT-PCR et des RT-
PCR guantitatives, qui sont toujours utilisées, en particulier pour valider spéci quement

certains résultats obtenus aprés analyse des données dites “haut débit”.

1.2.1 LespucesaADN

La puce a ADN est une technologie développée au cours des années 90 et qui est prin-
cipalement utilisée a n de quanti er I'expression des génes (ou transcrits). Il s'agit d'une
petite surface (puce) sur laquelle sont xées plusieurs milliers de molécules d'ADN (ap-
pelées sondes) dont la séquence en acide nucléique, ainsi que la position sur la puce, sont

connues.

Comme pour la grande majorité des technologies permettant I'étude du transcrip-
tome, elle nécessite au préalable de rétro-transcrire les molécules d'’ARN en ADN dit com-

plémentaire (ADNCc).

Elle permet, via I'hybridation des sondes xées sur la puce avec les brins d ADNc pré-
sents dans I'échantillon étudié, de mesurer la concentration relative d'une ségquence nu-
cléotidique dans cet échantillon. Celle-ci est mesurée par la uorescence émise par les
brins d'ADNc, marqués avant hybridation. Lanalyse des intensités mesurées permet en-
suite d'identi er et de quanti er les transcrits présents dans I'échantillon et généralement
de comparer plusieurs échantillons.

La principale limite des puces a ADN pour I'étude des transcriptomes vient du fait que
cette technologie ne donne pas acceés a la séquence des génes ou des transcrits et qu'elle
nécessite des connaissances a priori sur les genes (ou transcrits) a étudier. Elle est donc

peu adaptée pour travailler sur des especes non modéles.
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CHAPITRE 1 — INTRODUCTION

1.2.2 Le RNA-seq

Le RNA-seq est une approche relativement récente utilisant la seconde génération
de séquenceur, appelés NGS (Next Generation Sequencing). Elle est actuellement la mé-
thode la plus utilisée pour les analyses de transcriptome a large échelle et permet d'identi-
er et de quanti er les transcrits. Elle ne nécessite pas de connaitre a priori les séquences
des génes ou des transcrits et peut donc étre utilisée dans des études portant sur des es-
péces non modéles, c'est a dire dont le génome de référence n'est pas disponible.

Il existe plusieurs technologies différentes regroupées sous le terme “NGS”. On peut
citer les technologies lllumina, 454, lon Torrent ou encore SOLID. Celles-ci sont dites a
“haut-débit”, permettant de produire plus de séquences et a un prix plus bas que le sé-
guencage Sanger, mais les séquences produites sont également plus courtes (Figure 2).
Selon la machine utilisée, un run lllumina permet par exemple de produire plusieurs di-
zaines de millions de lectures (voire un peu plus d'un milliard) d'une centaine de nucléo-
tides en moyenne.

Les NGS possédent plusieurs étapes communes, notamment au niveau de la prépa-
ration des librairies d'ADN qui seront séquencées. En effet, méme dans le cadre d'études
transcriptomiques, c'est de I'ADN qui est lu par les machines. Il est donc nécessaire de
rétro-transcrire I'ARN en ADNc au préalable. La préparation des librairies et la suite du
séquencage sont alors identiques (Figure 3), que ce soit pour des données génomiques
(DNA-seq) ou transcriptomiques (RNA-seq). LADN a séquencer est ensuite fragmenté et
il y a généralement sélection des fragments selon leur taille. Des adaptateurs sont ensuite
ajoutés aux extrémités de chaque fragment. Ces adaptateurs, spéci ques a chaque tech-
nologie, permettent I'ampli cation et la xation des fragments a séquencer. Dans le cas
ou plusieurs échantillons différents sont séquencés, les adaptateurs peuvent également
permettre l'identi cation de chaque échantillon (code barre).

L'étape du séquencage est propre a chaque technologie. La plus répandue actuelle-
ment est la technologie Illumina (Bentley et al. [2008]; Lister et al. [2008]; Mortazavi et al.
[2008]; Nagalakshmi et al. [2008]). Celle-ci permet d'obtenir des lectures assez courtes,
aujourd’hui en moyenne de 100 a 150 nt et pouvant atteindre 300 nt. Le séquencage peut
concerner une extrémité (single end) ou les deux extrémités (paired-end) des fragments.
Il est également possible de préparer des librairies dites brin spéci ques dans lesquelles
I'information du brin d'origine des transcrits est conservée.

Le RNA-seq permet, contrairement a la puce a ADN, d'avoir accés a la séquence, au
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Troisieme
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Seconde
génération
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h4p://dxdoi.org/ 10.6084/0. gshare.100940

FIGURE 2 — Les différentes technologies de séquencage. Graphique représentant le nombre de lec-
tures obtenues par run en fonction de la longueur des lectures pour les différentes technologies
de séquencage de premiere, deuxieme et troisieme génération. (Adaptée de d'une gure de Lex

Nederbragt http://dx.doi.org/10.6084/m9.figshare.100940 )
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FIGURE 3 —Séquencage illumina. A) LADN a séquencer est fragmenté et des adaptateurs sont liées
aux extrémités de chaque fragment obtenu. B) Les fragments & séquencer vont étre ampli és par
PCR, aprés avoir été xés sur la “ow cell” (lame de verre). On obtient des clusters correspondant
chacun a un fragment initial et contenant environ 1000 copies de celui-ci. C) Dans chaque clus-
ter, une base est incorporée dans chaque fragment, celle-ci émet une signal uorescent qui est
enregistré. Ces étapes sont répétées jusqu'a séquencage du fragment de taille souhaitée (Adaptée

d'une gure de lllumina [2016])

nucléotide prés, des transcrits de I'échantillon, et ne nécessite pas de connaissance a
priori de ces séquences. Elle permet potentiellement, selon la profondeur de séquencage,
d'avoir acces a l'ensemble des transcrits exprimés. La quanti cation relative des transcrits

obtenue a partir de données RNA-seq est également plus précise qu'avec la puce a ADN.

1.2.3 Technologie de séquencage de troisieme génération : les longs reads

Une troisieme génération de séquenceurs est apparue depuis 2010, celle-ci permet de
séquencer entierement de trés longs fragments d'ADN (taille moyenne entre 3kb et 10kb,
avec des lectures supérieures a 100kb). Contrairement & la seconde génération de séquen-
ceur elle ne nécessite pas d'ampli cation des molécules d’ADN en amont du séquencage,
ce qui élimine les erreurs produites a cette étape (artefacts d'ampli cation conduisant &

des biais de couverture selon la composition nucléotidique et le taux de GC).

Aujourd'hui il existe principalement deux technologies capables de produire ce type
de séquence : Single Molecule Real Time de Paci c Bioscience (PacBio) et MinlON d'Ox-

ford Nanopore :
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Technologie SMRT de PacBio (Metzker [2010]) : Une molécule d'/ADN polymérase est
xée au fond de chaque puits (50 000 puits) dans lequel passe une molécule d'ADN dont
le brin complémentaire est synthétisé a partir de nucléotides marqués par uorescence
(quatre couleurs pour les quatre types de nucléotides). Des capteurs intégrés dans les
puits permettent de mesurer en temps réel le signal uorescent émis par l'intégration de

chaque nucléotide.

Technologie MinlON  (Wanunu [2012]) : Les molécules d'ADN sont liées a un premier
adaptateur permettant sa prise en charge par une protéine motrice qui va permettre le
passage de la molécule dADN dans un pore (512 pores par ow cell). Le passage des diffé-
rents nucléotides dans le pore induit des changements de l'intensité du courant. Chaque
nucléotide produit un signal spéci que permettant de déduire la séquence de la molé-
cule d'ADN. Un second adaptateur relie les deux brins complémentaires d'une molécule
d'ADN. Les deux brins sont séquencés successivement dans un méme pore (séparés par

I'adaptateur), ce qui permet d'augmenter la précision du séquencgage.

Cestechnologies sont déja utilisées pour le séquencage de génome et permettent, grace
alalongueur des lectures produites, d'améliorer 'assemblage, en particulier des génomes
riches en éléments répétés. En effet, la présence d'éléments répétés en forte proportion
dans les génomes empéche un bon assemblage des scaffolds. Ce type de séquencage per-
met aussi de reconstituer des copies d'éléments transposables (ET) dans leur intégralité
et d'avoir accés a leur site d'insertion dans le génome. Les séquences produites souffrent
en revanche de forts taux d'erreur de séquencage (actuellement entre 4% et 10%, contre
0.1% pour Illlumina) lié au séquencage en temps réel (vs séguencage pas a pas pour les
NGS), ce qui constitue une de leurs principales limites aujourd'hui. On peut cependant
noter que I'évolution de ces technologies est rapide, et on attend dans les années a venir
une diminution signi cative de ces taux d'erreurs.

Quant a une utilisation de ces technologies pour I'étude des transcriptomes, toutes
deux restent également limitées par leur faible profondeur de séquencage. Elle produisent
en effet autour de 100000 lectures par run, contre plusieurs dizaines de millions (au mi-
nimum) pour les machines lllumina, ce qui est problématique pour la quanti cation des
transcrits, dont la précision dépend du nombre de lectures produites, ainsi que pour la

détection de variants de séquences ou d'épissages.
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1.3 Design experimental

Il est crucial, avant tout séquencgage, de tenir compte des questions biologiques aux-
guelles on souhaite répondre grace a l'analyse des séguences obtenues, a n de concevoir
en amont un design expérimental adapté.

Il est également nécessaire d'anticiper autant que possible les méthodes utilisées pour
I'analyse des données, et de tenir compte des informations déja a disposition, en particu-
lier 'existence ou non d'un génome de référence. Pour le choix des méthodes et logiciels,
les ressources de calcul nécessaires (en temps et en utilisation mémoire) peuvent étre li-
mitants.

Parmi les principaux aspects (choix) a considérer dans cette optique, on trouve : le
choix de I'ARN extrait (par exemple ARN total, cytoplasmique ou nucléaire), choix de
I'ARN gue I'on souhaite sélectionner (les ARNm, les petits ARN etc.), le tissu ou type cellu-
laire a séquencer, le nombre de réplicats biologiques nécessaires, le nombre d'individus
nécessaires, la taille des lectures, la profondeur de séquencage (nombre de lectures né-
cessaires), le choix d'une librairie “brin spéci que”, choix de lectures  single ou paired-end
etc. Ces différents choix doivent tenir compte a la fois des questions biologiques ( Qu'est
ce qu'on veut comme ARN 9 mais aussi méthodologiques ( Quelle taille des lectures permet
un assemblage 9.

En fonction de la profondeur de séquencage, c'est a dire le nombre de lectures obte-
nues apres séquengage, on pourra analyser les transcrits plus ou moins exprimés : plus
on investit dans la profondeur, avec un nombre important de lectures, plus les transcrits
faiblement exprimés auront des chances d'étre séquencés. La profondeur de séquencage
a également un impact important sur la quanti cation des transcrits et la comparaison
de deux conditions : plus la profondeur est importante, plus les différences d'expressions
seront “faciles” a détecter. Le nombre de réplicats biologiques est également important
deés lors qu'on souhaite comparer plusieurs conditions (population, lignées, tissus, effet
d'un traitement etc.). En effet, il faut une certaine puissance statistique pour mettre en
évidence une différence d'expression entre deux conditions. Cette puissance augmente
avec la profondeur de séquencage et le nombre de réplicats biologiques (pour une taille
de l'effet donné). Pour un nombre de lectures total xe (budget contraint), d'apres Liu
et al. [2014], 'augmentation du nombre de réplicats permet de détecter plus de génes
différentiellement exprimés entre deux conditions que I'augmentation de la profondeur

de séquencage par réplicat (les auteurs observent ce résultat a partir de 10 millions de
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lectures par réplicat au sein de la lignée cellulaire MCF7 chez I'humain).

La taille des lectures est quant a elle importante en particulier si on s'intéresse aux
répétitions, que ce soit pour leur identi cation ou leur quanti cation. En effet, plus la
lecture est grande, plus il est facile de I'assigner a une position unique du génome (quand
un génome de référence est disponible) ou d'assembler la répétition (quand on ne dispose

pas d'un génome de référence).

Le plus couramment, le RNA-seq vise les ARNm, et on cherche a éliminer les ARNr
qui constituent la grande majorité des transcrits. Le protocole “polyA+” permet de sélec-
tionner avant séquencage les ARN possédant une queue polyA, c'est a dire la plupart des
ARNmM ainsi gu'une partie des longs ARN non codants. Certains ARNm sont néanmoins
perdus lors de cette sélection. Le protocole Ribo-Zero permet lui d'éliminer les ARNr de
I'ARN extrait. Il permet ainsi de garder les autres types d'ARN : les ARNm, les longs ARN
non codants et les petits ARN. On sélectionne généralement les ARN d'une taille supé-
rieure a 200 nt pour garder les ARNm et les longs ARN non codants. Il est également
possible de sélectionner les petits ARN, on parle alors de small RNA sequencing. Il existe
d'autres Itres/protocoles permettant de sélectionner des ARN d'intérét, par exemple des
ARN en interaction avec des protéines, comme pour les piRNA (Grentzinger and Cham-

beyron [2014]).

Lorsque I'on souhaite séquencer plusieurs individus, il est possible de les séquencer
séparément, et d'utiliser au moment de la création de la librairie, un code-barre unique
dans la séquence des adaptateurs pour différencier chaque individu. Ce bar-coding a
néanmoins un codt et on peut faire le choix de ne pas conserver l'information de la pro-
venance des séquences en y renongant, les individus sont dits “poolés”. Dans le cas des
expériences de RNAseq, souvent, il est nécessaire d'extraire des RNA a partir de plusieurs
individus de fagon a obtenir suf samment de matériel. Par exemple, dans le cas du sé-
guencage des transcrits issus d'ovaires de drosophiles (analysés dans le chapitre suivant),
nous avons extrait en moyenne 200 ng d'’ARN par paire d'ovaires (ensuite converti en
ADNCc), alors que les plateformes de séquencage demandent généralement un minimum
de 1 & d'ADN ou d'’ADNCc (souvent plus).

Les NGS, et donc le RNA-seq, ne sont pas des technologies parfaites, sans biais. Des
erreurs de séquencages sont possibles (moins de 1%, voire 0.1% chez lllumina)et leur po-
sition est souvent fonction de la composition nucléotidique (Dohm et al. [2008]; Hansen

et al. [2010]). On observe également une variabilité de la profondeur de séquencage liée a

21



CHAPITRE 1 — INTRODUCTION

des sites de fragmentations préférentiels, a nouveau selon la composition nucléotidique

(Sendler et al. [2011]). Le pro | de couverture le long d'un ARNm sera donc hétérogene.

2 Lanalyse de données RNA-seq

Les données RNAseq permettent I'analyse des transcriptomes, que ce soit au niveau
de leur séquence ou de leur abondance. Ces données nous permettent d'avoir acces a
l'identi cation et la quanti cation les génes exprimés dans I'échantillon étudié.

Dans la plupart des cas, I'épissage alternatif produit plusieurs types de transcrits ma-
tures par gene (Figure 1). Il est possible d'approfondir I'analyse a I'échelle des transcrits,
et d'identi er les variants d'épissages alternatifs appartenant au méme géene. Dans la pra-
tique, l'association des différents variants d'épissages alternatifs pour reconstruire I'en-
semble des transcrits présents dans I'échantillon reste un probléme complexe et ce méme
avec l'utilisation d'un génome de référence.

Le RNA-seq permet également d'avoir accés aux autres variations nucléotidiques (par
exemple les SNP ou les indels). Ces variations peuvent avoir lieu au sein des génomes ou
bien pendant/aprés la transcription (dans ce cas on parle de RNA editing).

Pour I'analyse de données en RNAseq, on peut globalement séparer les méthodes exis-
tantes en deux catégories : celles basées sur l'alignement des lectures sur un génome (ou

un transcriptome) de référence, et celles basées sur I'assemblage de novo des lectures.

2.1 Meéthodes d'alignements des lectures

Dans le cas ou un génome de référence est disponible, les méthodes basées sur l'ali-
gnement sont les plus utilisées : on assigne une position génomigque aux lectures en les
alignant directement sur celui-ci. Lidenti cation de transcrits et leur quanti cation, mais
aussi la détection de variants dépendent fortement de la qualité de 'alignement sur le gé-
nome de référence, et donc de la qualité du génome de référence.

Une des spéci cités, et dif culté, de I'alignement des données RNA-seq est que, du fait
de I'épissage, certaines lectures correspondent a des jonctions de deux exons et s'alignent
donc en deux blocs (ou plus) sur le génome, séparés par au moins un intron. Il existe
plusieurs aligneurs dédiés aux données RNA-seq et permettant de tenir compte de cette
caractéristique et d'aligner les lectures générées par des séquenceurs haut-débit en un

temps raisonnable. Ceux-ci peuvent étre répartis en différents groupes, correspondants a
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des approches différentes. Les méthodes dites exon- rst cherchent d'abord a aligner les
lectures en un seul bloc sur le génome. Cette étape permet de dé nir les exons. Elles uti-
lisent ensuite les lectures non alignées pour trouver les jonctions entre les exons. On peut
notamment citer TopHat (Trapnell et al. [2009]), MapSplice (Wang et al. [2010]), Splice-
Map (Au et al. [2010]), SOAPsplice (Huang et al. [2011]) , PASSion (Zhang et al. [2012]),
GEM (Marco-Sola et al. [2012]) qui sont basées sur cette idée. Les méthodes seed-and-
extend, vont elles chercher a aligner une partie de la lecture ( seed en un bloc, puis a
étendre cet alignement. Parmi ces méthodes on peut citer GSNAP (Wu and Nacu [2010]),
STAR (Dobin et al. [2013]) ou plus recemment HISAT et HISAT2 (Kim et al. [2015]). Ces
méthodes permettent généralement d'identi er plus facilement de nouvelles jonctions
d'épissages. Il existe également d'autres types d'approches. On peut citer CRAC (Philippe
etal. [2013]) qui utilise le prolen  k-mers (mots de taille k) des lectures pour leur assigner
une position génomique.

Par ailleurs, certaines de ces méthodes d'alignement utilisent les annotations du gé-
nome comme guide, ou s'appuient sur la recherche de motifs spéci ques pouvant corres-
pondre au début ou ala n d'unintron. Celles-ci pourront identi er plus précisément les
jonctions déja connues. D'autres comme CRAC sont moins contraintes et sont ainsi plus

performantes quant a la détection des nouveaux épissages (non annoteés).

Une autre dif culté en RNA-seq (comme en DNA-seq) concerne la gestion des ali-
gnements dits “multiples”, lorsqu'une lecture peut étre assignées a différents endroits du
génome. Certains aligneurs comme Bowtie ou Bowtie2 (sur lequel s'appuie TopHat) pro-

posent dans ce cas plusieurs solutions :

a) recenser tous les alignements valides, c'est a dire ceux qui s'alignent selon les para-
meétres demandés par l'utilisateur (par exemple moins de 3 mismatchs)

b) recenser tous les alignements optimaux, c'est-a-dire parmi les alignements valides
celui ou ceux qui ont le meilleur score

c) recenser les N premiers alignements parmi les alignement valides

d) choisir aléatoirement un alignement parmi tous ceux qui sont optimaux.

Par défaut, c'est généralement cette derniére qui estimplémentée ou choisie. Elle cor-
respond a I'hypothése que toutes les copies d'une répétition ont le méme niveau d'ex-
pression. Ce choix silencieux est rarement discuté. Pour I'étude des éléments répétes il

est crucial de le questionner.
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FIGURE 4 — Principe de construction d'un graphe d'overlap et d'un graphe de de Bruijn a partir
d'une séquence de 20 nt et de 6 lectures générées par le séquencage de cette région (A). B) Dans le
graphe d'overlap, chaque lecture (R1 a R6) est représentée par un nceud du graphe, et les nceuds
sont reliés s'ils se chevauchent d'au moins 5 nt. C) Les lectures sont découpées en mot de taille
5. On obtient 16 mots différents. Chaque mot n'est représenté que par un seul nceud. Deux mots

ayant un chevauchement excat de taille 4 sont reliés. (Adaptée d'une gure de Lietal. [2012])

2.2 Meéthodes d'assemblage (sans génome de référence)

Lorsque aucun génome ou transcriptome de référence n'est disponible, il est possible
d'assembler les lectures pour reconstruire les transcrits présents dans I'échantillon sé-

guencé. On parle d'assemblage de novo.

Ce type de méthode permet notamment I'analyse de données RNA-seq dans le cadre
d'espece dites “non-modeéles” pour lesquelles il n'y a pas de génome de référence. Luti-
lisation de méthodes d'assemblage est également pertinent chez les espéces modeéles
lorsque I'on souhaite identi er de nouveaux géenes, de nouveaux variants d'épissages ou
dans certains cas particuliers, lorsque le génome de référence est trop différent de celui
étudié, comme cela peut-étre le cas dans des cellules cancéreuses. L'assemblage consiste

en |'utilisation des chevauchements entre les lectures a n de reconstituer les séquences.

Il existe différentes méthodes d'assemblage et celles-ci sont généralement basées sur

deux types de graphes : les graphes d'overlap et les graphes de de Bruijn (Figure 4).
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FIGURE 5 — Les répétitions dans le graphe d'overlap et graphe de de Bruijn. A) Deux transcrits
(ou régions génomiques) partagent une région répétée (en rouge). B) Les lectures contenant la
répétition créent une zone plus fortement connectée. C) Le graphe de de Bruijn correspondant.

Les k-mers de la région répétée ne sont représentés qu'une fois. (Figure de Li et al. [2012])

Les graphes d'overlap (dit Overlap-layout-consensus) ont été les premiers utilisés pour
l'assemblage des lectures issues de la premiére génération de séquenceurs. Parmi les as-
sembleurs qui se basent sur ce type de graphe on peut citer Arachne (Batzoglou et al.
[2002]), Celera Assembler (Myers et al. [2000]), CAP3 (Huang and Madan [1999]), PCAP
(Huang and Yang [2005]), Phrap (Bastide and McCombie [2007]) et Phusion (Mullikin and
Ning [2003]). La construction d'un graphe d'overlap est assez intuitive : chaque lecture ob-
tenue par séquencage est représentée par un nceud, et deux lectures sont reliées par une
aréte si elles se chevauchent de plus de T nucléotides (Figure 4 A et B). La construction
d'un tel graphe nécessite donc la comparaison de chaque lecture deux a deux, et il n'est
donc pas adapté au traitement des données NGS. En effet, l'augmentation du nombre
de lectures permise par les NGS entraine une augmentation importante des ressources

informatiques nécessaires a la construction du graphe d'overlap (temps et mémoire).

Depuis l'arrivée des NGS, les méthodes développées pour I'assemblage des lectures
s'appuient donc davantage sur le graphe de de Bruijn. La construction de celui-ci est
moins intuitive que le précédent. Les lectures sont d'abord découpées en mots de taille
k appelés k-mers (en général compris entre 25 et 50 bp selon les méthodes). Dans un

graphe de de Bruijn, chaque k-mer est représenté par un nceud du graphe. Deux nceuds
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FIGURE 6 — Exemple de graphe de de Bruijn construit a partir de 100000 lectures issues du sé-
guencage transcriptomique de D. mojavensis. Les transcrits fortement exprimés (donc fortement
couverts) sont plus faciles & assembler, tandis que les transcrits les moins exprimés sont fragmen-

tés.

sont reliés par une aréte si les k-mers correspondant se chevauchent de k-1 nucléotides.
Ce graphe a l'avantage de représenter explicitement chaque nucléotide. Plusieurs assem-
bleurs génomiques utilisent le graphe de de Bruijn, on peut citer Euler-USR (Chaisson
etal. [2009]), Velvet (Zerbino and Birney [2008]), ABySS (Simpson et al. [2009]) et SOAPde-
novo (Lietal.[2010]). Il existe également des assembleurs dédiés a I'assemblage transcrip-
tomique : Trinity (Grabherr et al. [2011]), Oases (Schulz et al. [2012]), SOAPdenovo-Trans
(Xie et al. [2014]) ou encore Trans-ABySS(Robertson et al. [2010]). Dans l'idéal, lorsque
I'on assemble des lectures RNA-seq, on espére qu'un chemin du graphe de de Bruijn cor-
responde a un transcrit (Figures 4 et 6). En réalité, du fait des erreurs de séquencage, des
répétitions, du manque de couverture et de I'épissage alternatif, les transcrits assemblés

ne sont pas toujours complets ou exacts (Figure 5, 6 et 7).
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FIGURE 7 — Exemple d'erreur d'assemblage dans un graphe de de Bruijn. Du fait d'une répétition
commune aux chromosomes 12 et 9 chez I'homme, I'assembleur choisi un mauvais chemin parmi

les multiples possibilités.

2.3 Reconstruction des transcrits et épissages alternatifs

Les deux approches présentées précédemment sont utilisées pour tenter de recons-
truire les transcrits complets a partir des lectures séquencées.

Les méthodes basées sur I'alignement des lectures comme Cuf inks (Trapnell et al.
[2010]), Scripture (Guttman et al. [2010]), StringTie (Pertea et al. [2015]), FlipFlop (Ber-
nard et al. [2014]) ou SLIDE (Li et al. [2011]) utilisent également des graphes pour la re-
construction des transcrits. Cuf inks construit un graphe d'overlap a partir des lectures
qui s'alignent sur un locus du génome. Ce graphe est ensuite parcouru pour reconstruire
les transcrits, en considérant le plus petit ensemble d'isoformes permettant d'expliquer
les lectures. Scripture et StringTie construisent eux un graphe d'épissage : les nceuds re-
présentent des exons, ou morceaux d'exons et les arrétes les variations d'épissages.

Les méthodes comme Trinity ou Oases utilisent directement I'assemblage des lectures
a partir d'un graphe de de Bruijn pour reconstruire les transcrits. Les principales dif cul-
tés de ces méthodes concernent les régions répétées (qui créent des régions complexes
dans lesquelles il est dif cile de choisir le bon chemin) et les régions faiblement couvertes
(qui créent des trous aboutissant a I'assemblage partiel ou fragmenté de ces transcrits).

Que ce soit a partir de lectures alignées sur une référence ou par assemblage de novo,
la reconstruction compléte du transcriptome a partir de lectures courtes reste un pro-
bleme dif cile. Il est cependant moins complexe d'identi er les variants d'épissages alter-
natifs de maniére locale, sans chercher a reconstruire les transcrits complets. C'est ce que
proposent les méthodes dites locales, qu'elles soient basées sur des approches d'aligne-
ment ou d'assemblage. On peut par exemple citer Miso (Katz et al. [2010]), MATS (Shen
et al. [2012]) et CRAC (Philippe et al. [2013]) basés sur I'alignement des lectures sur un
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génome de référence, ou KisSplice (Sacomoto et al. [2012]), basé sur I'assemblage des lec-

tures.

2.4 Identi cation des variants nucléotidiques

Les données RNA-seq permettent I'accés aux séquences au nucléotide prés. Aussi il
est possible de détecter des SNP et des indels présents dans le transcriptome séquencé.
Les SNP (Single Nucleotide Polymorphisme), sont des variants d'un nucléotide de type
substitution, ce sont les variants les plus présents dans les génomes, et représentent chez
I'Homme 90% de I'ensemble des variants génétiques (Collins et al. [1998]). Leur impact
est variable et dépend de leur position. Dans les régions codantes les variants peuvent
ne pas avoir un impact direct sur la séquence en acide aminé des protéines, du fait de la
redondance du code génétigue (variant synonyme ou non-synonyme). lls peuvent éga-
lement impacter I'expression des génes, par exemple dans des régions promotrices ou

régulatrices.

Les SNP peuvent étre détectés via des méthodes s'appuyant sur I'alignement des lec-
tures contre un génome de référence, comme GATK (McKenna et al. [2010]), SAMtools
mpileup (Li [2011]), SNVer (Wei et al. [2011]), MAQ (Li et al. [2008]) ou encore CRAC (Phi-
lippe et al. [2013]) . Elle détectent, sur un ensemble de lectures alignées, les nucléotides
qui différent de la référence, et proposent des Itres permettant d'éliminer les différences
observées trop rarement, qui ont plus de chances de correspondre a des erreurs de sé-
guencage. Certaines méthodes comme MAQ, on été pensées pour I'analyse de données
DNA-seq d'un individu diploide. Elles ne sont pas appropriées aux données DNA-seq
poolées, RNA-seq (poolées ou non) puisqu'elles s'attendent a trois génotypes différents
pour la position donnée (l'individu peut étre hétérozygote, homozygote comme la réfé-
rence, ou homozygote différent de la référence, c'est-a-dire fréquence allélique observée :
0, 0.5 ou 1). En RNA-seq méme lorsque le séquencage concerne un seul individu hété-
rozygote pour une position donnée, du fait de I'expression alléle spéci que la fréquence

allélique exprimée peut étre assez différente de 0.5.

Il est également possible de détecter les SNP via des méthodes basées sur la représen-
tation des lectures sous forme de graphe. Les SNP produisent en effet un motif particulier

dans un graphe de de Bruijn : une “bulle”de 2 ki 1 nucléotides (cf Chapitre 3)
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2.5 Acces alaquanti cation

Le RNA-seq permet également d'estimer I'abondance relative des transcrits exprimés.
En effet, on peut supposer que le nombre de lectures provenant d'un transcrit est pro-
portionnel & son expression. Si on retrouve le méme génome dans toutes les cellules d'un
organisme, les génes ne s'expriment pas de la méme facon selon les types cellulaires et
les tissus, mais aussi des conditions physiologiques dans lesquelles elles se trouvent (age,

traitement, stress, etc.)

2.5.1 Méthodes d'alignement et comptage

Les méthodes les plus répandues sont celles basées sur I'alignement des lectures contre
le génome de référence ou contre le transcriptome assemblé.

Il'y a peu de dif culté particuliere & quanti er I'expression des génes ou des exons
lorsqu'on aligne sur le génome de référence. Il “suf t” de compter les lectures s'alignant
sur une portion de génome. C'est notamment ce que propose HTseq count (Anders et al.
[2014]).

Sil'onveut avoir acceés al'expression des transcrits, la premiere dif culté sera en amont
l'identi cation des transcrits issus d'un méme géne. Néanmoins, certains outils comme
StringTie et FlipFlop tiennent compte de I'abondance des transcrits pour réaliser leur re-
construction. La quanti cation et la reconstruction ont donc lieu simultanément.

Si I'on souhaite obtenir I'expression des transcrits a partir des lectures alignées sur
transcriptome de référence/assemblé, la principale dif culté concerne la gestion et le
comptage de lectures issues d'exons communs a plusieurs transcrits alternatifs. Des mé-
thodes comme RSEM (Li and Dewey [2011]) ou eXpress (Roberts and Pachter [2013]) per-
mettent de tenir compte de I'alignement multiple. Elles se basent sur les alignements ef-
fectués par des aligneurs comme Bowtie (Langmead et al. [2009]), Bowtie2 (Langmead
and Salzberg [2012]), STAR (Dobin et al. [2013]) qui doivent étre paramétrés de maniére a
reporter I'ensemble des alignements valides. Ces méthodes de quanti cation vont choisir

ala place de l'aligneur utilisé, le “meilleur” alignement en cas d'alignement multiple.

2.5.2 Autre type de méthodes de quanti cation

Il existe également des méthodes de quanti cations qui ne sont pas basées sur de

l'alignement de séquence, mais sur l'utilisation et/ou le comptage des k-mers : Sail sh
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(Patro et al. [2014]), RNA-skim (Zhang and Wang [2014]), Kallisto (Bray et al. [2016]). Sail-
sh, la premiére méthode de ce type, aligne non pas les lectures mais les k-mers sur les
transcrits a n de les quanti er. Si elle s'avére bien plus rapide que les méthodes comme
RSEm ou eXpress, la quanti cation qu'elle propose est cependant moins précise. RNA-
skim propose alors d'identi er et d'utiliser certains k-mers spéci ques d'un transcrit, ap-
pelés sig-mers, pour une meilleure quanti cation des transcrit. Kallisto est quant a lui
basé sur ce que les auteurs appellent du “pseudoalignement” : les transcrits sont utilisés
pour construire un graphe de de Bruijn, et a chaque k-mer on assigne une  k-compatibility
class c'est a dire qu'on l'associe a un ou plusieurs transcrits, et on cherche ensuite a sa-
voir quels transcrits sont compatibles avec les lectures (découpées en k-mers). Ces deux
derniéres méthodes sont bien plus rapides, demandent moins de ressources de calcul et
avec des résultats similaires aux méthodes d'alignement puis comptage. Kallisto et RNAs-
kim permettent ainsi de traiter plusieurs dizaines de millions de lectures en moins d'une

dizaine de minute sur un ordinateur portable.

2.6 Comparer deux (ou plus) échantillons

Lobjectif d'une analyse différentielle est de tester si I'expression des génes (ou des
transcrits) est modi ée entre deux conditions. De nombreuses méthodes permettent de
comparer deux (ou plus) échantillons en tenant compte de la variabilité biologique (uti-
lisation de réplicats biologiques). DESeq (Anders and Huber [2010]) et edgeR (Robinson
et al. [2010]) sont aujourd'hui les plus utilisées.

Avant de comparer deux échantillons, il faut les rendre comparables en normalisant
les comptages. Cette normalisation tient compte, entre autres, du nombre de lectures (uti-
lisées pour la quanti cation) par échantillon : on ne veut pas observer une différence
qui serait uniquement due a un séquencage plus profond dans un échantillon, ou a un
meilleur alignement des lectures d'un échantillon par rapport a un autre. DESeq propose
une normalisation par les médianes : on considéere que le médianes sont les mémes pour
deux (ou plus) échantillons comparés. Lhypothése posée au départ est que, pour la plu-
part des génes, I'expression ne varie pas. Cette hypothése est également a la base des
normalisations proposées par edgeR.

DESeq et edgeR utilisent une distribution binomiale négative pour modéliser les comp-
tages et font ensuite un test d'expression différentiel qui compare lI'expression pour chaque

gene. Une p-value est associée a chaque géne testé, elle correspond a la probabilité que la
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différence observée entre les conditions ne soit pas plus extréme que celle attendue sous
I'hnypothése nulle de distribution identique des comptages dans les deux conditions. La
taille de I'effet, c'est-a-dire le ratio des comptage entre les deux conditions, est également

proposée en sortie de ces méthodes.

3 Lesreépétitions et éléments transposables

On sépare généralement les répétitions dans les génomes en deux grandes catégo-
ries, d'une part les répétition en tandem (incluant I'ADN satellite, minisatellites, micro-
satellites) et d'autre part les éléments transposables (ET). On peut également inclure les
familles de génes paralogues (issus d'une duplication).

Les éléments transposables ont été découverts par Barbara McClintock chez le mais a
la ndesannées 40 (McClintock [1950]). Ce sont des séquences d'ADN répétées présentes
dans presque tous les organismes, eucaryotes et procaryotes. lls sont caractérisés par leur
capacité a transposer, c'est a dire a se déplacer et se multiplier au sein du génome, et ils
codent généralement pour les protéines nécessaires a leur mouvement.

Selon les organismes ils peuvent représenter une part importante du génome; de
3% chez S. cerevisag(Kim et al. [1998]), en passant par 45% chez I'Homme (Makalowski
[2001]), et jusqu'a plus prés de 90% chez le mais (SanMiguel et al. [1996]; Schnable et al.
[2009]). De part leur caractére répété, ils contribuent a la taille des génomes. Chez les eu-
caryotes celle-ci est d'ailleurs bien corrélée a la proportion dET dans les génomes (Bié-
mont and Vieira [2003]; Chénais et al. [2012]; Kidwell [2002]; Lynch and Conery [2003])
Quali és dans un premier temps d'ADN « poubelle » et longtemps considérés comme in-
utiles, de nombreuses études ont depuis montré l'impact des ET sur leur génome hote.

L'activité des éléments transposables a en effet un impact considérable sur le génome
hote et son évolution (Biemont and Vieira [2006]; Casacuberta and Gonzalez [2013]; Fes-
chotte and Pritham [2007]), leur mobilité étant cause de mutations pouvant entrainer
toute une panoplie d'effets. Ceux-ci dépendent a la fois du lieu d'insertion (exon, intron,
UTR, région inter-génique etc.) et de la séquence de I'ET. Il peut altérer I'expression d'un
geéne, créer de nouveaux exons ou introns, modi er I'épissage alternatif, donner naissance
a un codon stop prématuré, etc. (Kidwell and Lisch [2000]). Par ailleurs, la présence d'ET
peut altérer I'état de la chromatine et le degré de méthylation de I'ADN, ce qui peut af-

fecter la transcription des génes voisins et modi er ainsi leur expression. De plus, du fait
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de leur caractére répété, les ET peuvent également étre a l'origine de recombinaisons ec-
topiques (Hughes and Cof n [2005]) et provoquer ainsi des délétions (van de Lagemaat
et al. [2005]), des inversions (Caceres et al. [1999]; Sniegowski and Charlesworth [1994]),
des duplications (Mishra [2008]) ou d'autres réarrangements chromosomiques (Bourque
[2009]; McClintock [1950]). Si ces mutations sont souvent neutres, elles peuvent aussi

avoir des effets délétéres ou plus rarement avantageux pour l'organisme.

Chez 'Homme on dénombre aujourd'hui plus de 124 insertions d'ET liées au déve-
loppement de certaines maladies, notamment des cancers (Hancks and Kazazian [2016]).
Par exemple, des recombinaisons non homologues d'ET (principalement de type Alu et
L1) et la perte de séquences génomiques contribuent a I'apparition de cas de leucémie,
sarcome, hépatome, cancer du sein, ainsi que des maladies génétiques (Callinan and Bat-
zer [2006]; Chen et al. [2005]; Chénais [2015]). Par ailleurs, ces mutations peuvent avoir
lieu dans les cellules germinales (ou dans les premiére étapes du développement) affec-

tant ainsi la génération suivante mais également dans les cellules somatiques (cancers).

Les exemples de mutations avantageuses ou de domestication moléculaire d'ET, bien
gue plus rares, ne sont plus anecdotiques. La présence et I'activité des ET peuvent alors
étre vues comme une source de variabilité génétique qui pourra étre travaillée par la sélec-
tion naturelle (Biemont and Vieira [2006]). Plusieurs exemples, chez différentes espéces
animales et végétales, montrent que leur domestication peut-étre a l'origine de phéno-
types adaptatifs (Casacuberta and Gonzalez [2013]; Lisch [2013]). Ainsi, chez la drosophile
on observe plusieurs cas d'insertion d'ET conférant un avantage évolutif a I'héte : adap-
tation au climat tempéré (Gonzalez et al. [2008]), résistance aux pesticides (Mateo et al.
[2014]), résistance au stress oxydatif (Guio et al. [2014]) etc. Un autre exemple de domes-
tication est celui des génes codant pour des protéines appelées syncytines. Ces derniéres
proviennent de génes env de rétrovirus endogénes et sont indispensables au développe-
ment du placenta chez 'Homme et de fagon plus générale chez les mammiféres (Dupres-

soir et al. [2009]; Mi et al. [2000]; Villesen et al. [2004]).

On distingue deux grandes classes d'éléments transposables selon la nature de leur
intermédiaire de transposition. Les éléments transposables qui transposent via un inter-
médiaire a ARN (rétrotransposons) constituent la classe I. LARNm de I'élément est en-
suite réverse-transcrit en ADN grace a une reverse transcriptase et inséré dans un nou-
veau locus sur le génome. Ces éléments fonctionnent sur le principe du « copier-coller »

et peuvent ainsi étre présents en un grand nombre de copies dans le génome héte. lls
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FIGURE 8 — Structure des différents types d'éléments transposables selon leur mode de transpo-
sition. La plupart des ET possédent une duplication du site cible, Target Site Duplication (TSD)
parfois caractéristique du type d'élément. Le geéne pol contient plusieurs domaines protéiques co-
dant pour une protéase, une intégrase, une réverse-transcriptase et une RNaseH, permettant a
I'élément de transposer. Les éléments TIR et MITE possedent des répétitions terminales inversées
(TIR), mais seuls les éléments MITE ont perdu la capacité de transposer de maniére autonome.
Les Hélitrons produisent des protéines RAP qui leur permettent de se lier a de I'ADN simple brin,

ainsi qu'une hélicase. (Adaptée de Casacuberta and Gonzalez [2013])

peuvent étre répartis en deux sous-classes : les éléments dits «a LTR » (pour Long Termi-
nal Repeats) qui sont encadrés par de longues répétitions non inversées, et les éléments
qui n'en possédent pas, les LINEs et SINEs. Les ET qui transposent via un intermédiaire

a ADN, selon un processus de « couper-coller », constituent la classe Il. C'est le cas des

éléments de type TIR, MITE ou Hélitron (Figure 8).

Comme les génes classiques, les ET sont soumis a des régulations diverses. Celles-
ci permettent de restreindre le nombre de copies dans le génome, et de contrebalancer
l'augmentation du nombre de copies liées a la transposition, ainsi que les effets déléteres
de la transposition. Les ET sont notamment la cible de régulations épigénétiques trans-
criptionnelles telles que les méthylations de I'ADN ou les modi cations d'histone, mais
aussi de régulations post-transcriptonnelles par des petits ARN. Les Piwi-interacting RNA ,
ou piRNA, sont des petits ARN non codants (24 a 29 nt) qui interférent directement avec
les transcrits des ET et aboutissent a leur dégradation (Saito and Siomi [2010]; Siomi et al.

[2011]).

L'étude des éléments transposables a été facilitée par l'arrivée des NGS. Cependant,
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si ces techniques de séquencage ouvrent une nouvelle voie pour I'étude des génomes et
notamment des ET, leur identi cation reste une tache non triviale nécessitant le dévelop-
pement de nouvelles méthodes informatiques capables de tenir compte des spéci cités
liées aux données NGS.

Les problemes méthodologiques soulevés ci-aprés concernent les ET mais sont égale-
ment valables pour les autres types de répétitions transcrites, ainsi que pour les familles
de génes paralogues.

Les répétions sont aujourd'hui (encore) souvent exclues des analyses bio-informatiques
de séquencage, que ce soit en DNA-seq (les répétitions sont “masquées”) ou en RNA-seq.
Il existe cependant un nombre considérable de programmes dédiés a I'étude des ET (Lerat

[2010]).

3.1 Analyse bio-informatique des éléments transposables en génomique

Il existe différents types de méthodes permettant d'identi er les ET dans les génomes
déja assemblés. Plusieurs méthodes permettent l'identi cation des ET par similarité de
séquence avec ceux déja connus ou via la recherche de caractéristiques spéci ques a cer-
tains types d'ET (recherche des domaines protéigues gag et pol ou motifs particuliers). Le
programme le plus utilisé est RepeatMasker ; il est lui méme assez souvent intégré dans
d'autres programmes ou pipelines. On peut également citer LTR HARVEST (Ellinghaus
et al. [2008]) qui permet de détecter des rétrotransposons a LTR, ou encore MITE-Hunter
(Han and Wessler [2010]) pour détecter des éléments transposables de type MITE (Minia-
ture Inverted-repeat Transposable Elements). Ce type de méthodes est néanmoins limité
par nos connaissances des ET recherchés et la présence de caractéristiques stables chez
ceux-ci. Aussi, ces programmes ne sont pas adaptés a la recherche de nouveaux types dET
(Lerat [2010]).

Il existe également des méthodes dites de novo utilisant la propriété répétée des ET
pour les détecter dans les génomes ou données génomiques. Certaines peuvent s'appli-
qguer a un génome assemblé (Piler [Edgar and Myers [2005]] ou Recon [Bao and Eddy
[2002]]) et leur sensibilité sera dépendante de la qualité de I'assemblage du génome. D'autres
cherchent les répétitions directement dans les données brutes de séquencgage (non as-
semblées) et utilisent les graphes d'overlap comme AAARF (DeBarry et al. [2008]) et Re-
peatExplorer (Novak et al. [2010]) ou les graphes de de Bruijn comme ReAS (Li etal. [2005]),
DNAPIipeTE (Goubert et al. [2015]), Tedna (Zytnicki et al. [2014]), RepARK (Koch et al.
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[2014])

3.2 Analyse bio-informatique des éléments transposables en RNAseq

La transcription des ET étant une des étapes du cycle de transposition, le taux de
transcription des ET est un bon indicateur de leur activité, bien qu'il ne soit pas direc-
tement lié & la transposition. On sait en effet que la transcription d'un ET n'est pas suf -
sante pour sa transposition car I'étape d'insertion n'a pas toujours lieu mais aussi du fait

de régulations post-transcriptionnelles par des petits ARN (Brennecke et al. [2007]).

Les ET étant généralement sous contréle dans un génome hote, leur niveau d'expres-
sion est faible. Il est donc nécessaire d'avoir un nombre de lecture suf sante pour identi-

er les ET peu exprimés.

Tout comme pour les génes classiques, deux stratégies sont possibles pour détecter

les ET en RNA-seq :

(1) Siun génome de référence able, correctement assemblé et annoté est disponible,
les lectures séquencées peuvent étre alignées contre celui-ci.

(2) Dansle cas contraire, on procéde al'assemblage de novodes lectures (grace ades as-
sembleurs dédiés aux données RNA-seq) puis, a partir des résultats de I'assemblage,
on peut identi er les ET avec des méthodes basées sur la similarité de séquence ou
sur la recherche de domaines ou motifs conservés. Il n'existe pas de méthode spé-
ci que a la détection de novo d'ET pour les données RNA-seq et celles développées
pour des données DNA-seq, basées sur leur propriété répétée, ne peuvent pas étre

utilisées.

Dans les deux cas, du fait de la faible taille des lectures et de la similarité des co-
pies, I'étude des ET (identi cation et quanti cation) peut dif cilement se faire par co-
pie (c'est a dire pour chaque insertion) mais plutdt par famille. Les copies proches (peu
divergentes), issues d'une méme famille d'ET seront quanti ées ensemble.

Il est aussi possible d'étudier les variants nucléotidiques entre copies d'une méme
famille, de la méme maniére que pour les génes. Il est en revanche dif cile (voire impos-
sible) de préciser si les variations observées proviennent d'une différence de deux copies
d'une méme famille, ou s'il s'agit un variant polymorphe. Dans le cas de données “poo-

Iées” cette dif culté est encore plus importante.
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3.2.1 Espéces modeéles et méthodes d'alignement

Sil'on dispose d'un génome de référence pour I'espéce étudiée, il est possible d'analy-
ser les ET grace a des méthodes basées sur I'alignement. Néanmoins, du fait du caractére
répété des ET, les problemes de lectures s'alignant a plusieurs positions génomiques se-
ront plus fréquents et donc plus problématiques pour I'étude des ET.

Selon la divergence entre copies, les lectures provenant d'une certaine copie d'une
famille d'ET peuvent s'aligner de maniére optimale sur plusieurs copies de cette famille,
voire sur plusieurs familles différentes. Il est plus simple d'étudier les ET a I'échelle des
familles, en regroupant toutes les lectures qui s'alignent sur un ensemble de copies de la
méme famille. TEtools (cf. Annexes, section 2) et TEtranscripts (Jin et al. [2015]) proposent
par exemple de quanti er les ET a I'échelle des familles.

TEtranscripts, comme certaines méthodes de quanti cation évoquées précédemment
(RSEM et eXpress), se basent sur les alignements fournis par un aligneur (les auteurs pro-
posent l'utilisation de STAR) en demandant a garder I'ensemble des alignements valides
pour chaque lecture. Il est nécessaire de fournir un chier d'annotation de type GTF pour
les génes et un autre pour les ET, et TEtranscripts propose en sortie une quanti cation
des genes et des familles d'ET.

TEtools propose d'aligner les lectures uniquement sur les copies d'ET. Le module TE-
count de TEtools utilise un chier appelé rosettequifait le lien entre les différentes copies
d'une méme famille d'ET et permet donc d'obtenir des comptage au niveau des familles.
Si une lecture s'aligne sur plusieurs copies, I'assignation a I'une d'elle se fait de maniére
aléatoire. La quanti cation de I'expression des ET se fait ici aussi par famille et non pas

par copie.

3.2.2 Espéces non modéles

Selon les especes, les élément transposables peuvent poser plus ou moins probléme
pour l'assemblage du transcriptome. Par exemple, chez Drosophila melanogaster, il y a
peu d'ET insérés dans des génes. Les ET sont soit actifs et produisent des transcrits, soient
inactifs et ne sont pas transcrits. Ainsi, au moment d'assembler les lectures, les copies pro-
venant d'une méme famille d'ET seront généralement assemblées ensemble pour former
une séquence consensus (ce qui est aussi valable pour les familles de genes). On pourra, si

on identi e correctement le transcrit assemblé, étudier ensuite la famille d'ET assemblée
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(quanti cation, variants nucléotidiques)

Chez 'Homme en revanche, on trouve plus de 2 millions de copies d'ET (principale-
ment de type Alu) insérées dans des genes, le plus souvent dans les introns, et plus rare-
ment exonisées (1824 cas d'apres Sela et al. [2007]). De plus, on retrouve généralement
autour de 5% de d'ARN pré-messagers dans une extraction d'ARN total avec sélection des
ARN polyadénylés (protocole polA+) Tilgner et al. [2012]. Du fait de leur caractére répétés
(répétition inexactes) ces ET créent dans le graphe de de Bruijn, des régions complexes et
peuvent aboutir a des erreurs d'assemblage (Figure 7). Dans ce cas les ET sont également

un obstacle a I'analyse des génes.

4 Conclusion

Si de nombreuses méthodes bio-informatiques existent aujourd'hui pour permettre
de tirer le maximum d'information des données de séquencage, notamment le RNA-seq,

il N'existe pas de “pipeline” optimald pour I'ensemble des applications et scénarios d'ana-
lyse de données RNA-seq.

Au cours de cette thése je me suis particulierement intéressée a l'analyse de données
RNA-seq, principalement chez des especes non-modeéles, et donc avec majoritairement
des approches d'assemblage. J'ai ainsi été fortement impliquée dans deux projets.

Un projet d'analyse de données RNA-seq, avec un intérét particulier pour l'identi -
cation et la quanti cation les éléments transposables (Chapitre 2 et les deux articles en
annexes).

Un second projet, visant a l'identi cation des variants nucléotidiques directement le
graphe de de Bruijn construit a partir des lectures séquencées (Chapitre 3). L'étude me-
née a permis de clari er les points forts et les limites de cette approche sur des données
réelles, en la comparant a des méthodes basées sur l'alighnement des lectures sur un gé-

nome de référence ou sur un transcriptome assemblé.
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CHAPITRE 2 — ELEMENTS TRANSPOSABLES EH YBRIDES

1 Avant-propos

Ce projet estissu d'une collaboration entre I'équipe  Elément Transposables, Evolution,

Population (LBBE) et I'équipe de Claudia Carareto (UNESP, Brésil).

L'hybridation entre différentes espéces, lorsqu'elle est possible, peu constituer un stress
génomique et aboutir des changements du génome hybride avec des conséquences sur
la viabilité de ces hybrides. Entre autres, des bursts de transposition ont pu étre obser-
vés chez les hybrides interspéci ques de différents organismes : chez des plantes, chez
des wallabys, ainsi que chez des drosophiles (Baack et al. [2005]; Labrador et al. [1999];
Metcalfe et al. [2007]). La plupart de ces études restent néanmoins élément spéci ques et
ne s'intéressent pas a I'ensemble des ET des especes étudiées. Quelques études récentes
chez la drosophile ont été faites sur 'ensemble du génome et montrent une réactivation

des éléments transposables chez des hybrides (Kelleher et al. [2012]; Vela et al. [2014]).

Lobjectif de ce travail été de regarder I'impact de I'hnybridation sur la stabilité des
génomes en utilisant un modéle avec un faible temps de divergence. Le but était de se
mettre dans des conditions dans lesquelles I'nybridation est relativement facile, mais les
hybrides ont un niveau de fertilité réduit. Nous nous intéressons ici a l'activité des ET
de maniére globale, a I'échelle du transcriptome, chez les hybrides de deux drosophiles
phylogénétiquement proches. Drosophila mojavensis et Drosophila arizonae sont deux
espéces endémiques du sud-ouest des Etats-Unis et du Mexique ayant divergé trés ré-
cemment (moins d'un million d'années). Nous avons établi les croisements réciproques
entre ces deux espéces, puis séquencé (technologie lllumina) les transcriptomes du tissu
germinal femelle pour 30 individus de chaque lignée parentale et chacune des deux li-

gnées hybrides. Nous avons également séquenceé les piRNA issus des lignées hybrides.

A n d'identi er et quanti er les ET et les génes, nous avons ici choisi de produire un
transcriptome de référence en co-assemblant I'ensemble des lectures issues du séquen-
cage des lignées parentales et hybrides. Ceci nous a permis de pro ter d'une profondeur
de séquencage arti ciellement importante pour I'assemblage des ET et des génes faible-

ment exprimés dans au moins une des quatre lignées.

Nos résultats montrent une différence d'expression des ET chez les lignées parentales,
suggérant ainsi une différence du nombre de copies actives de ces éléments et/ou une
différence de régulation des ces éléments. Chez les hybrides I'expression des éléments

transposables reste proche de celle des lignées parentales et seuls deux ET montrent une
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activation importante.

L'élément Copial estlargement sur-exprimé chez les hybrides issus d'une mére  D. mo-
javensis. Un élément de la famille des gypsys est lui trés fortement exprimé chez les hy-
brides issus d'une mére D. arizonae.

Nos résultats ne montrent pas d'activation globale des ET chez les hybridesde D. mo-
javensis et D. arizonae, mais une forte dérégulation de quelques éléments en particulier.
L'analyse des données de séquencgage des piRNA chez lignées hybrides semblent montrer
que la dérégulation des deux ET est liée a une diminution des piRNA secondaires pour

ces éléments.

2 Article 1: Identi cation of misexpressed genetic elements
in hybrids between Drosophila-related species

Cet article a été accepté pour publication dans Scientic Reportsle 9/12/2016.
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Abstract

Crosses between close species can lead to gensuiclers, often considered to be the cause
of hybrid incompatibility, one othe initial steps irthe speciation peess. The way these
incompatibilities are established and their esusre still unclear. Tonderstand the initiation

of hybrid incompatibility, we performed recipgral crosses between two species of Drosophila
(D. mojavensigindD. arizonag that diverged less than 1 MyWe performed a genome wide
transcriptomic analysis on female germltrssues from parentéhes and hybrids from
reciprocal crosses. Using an innovative pracedf co-assembling traariptomes, we show

that parental lines differ in their gene arahgposable element expression. Reciprocal hybrids
presented specific gene categories and several transposable element families misexpressed
relative to the parental liseBecause TEs are mainly silenced by piwi-interacting RNA
(piRNA), we hypothesize that in hybrids the dpration of specific TE families is due to the
absence of such small RNAs. Small RNAsencing confirm our hypothesis and therefore

we propose that TEs can indeed be majorgaapn genome differentiation and be implicated

in the first steps of genomic inconijimalities through smRNA regulation.
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Introduction

Interspecific hybridization can be consideredatress condition with multiple consequences
for the hybrid genome. It may cause chronmabrearrangements, inversions, deletions,
changes in gene expression, charigé3NA methylation, among other effecté Global
activation of transposable elements (TE#)ich induces profound changes in the hybrid
genome, has also been described. Such chayegeerate new phenotymasd the formation of
reproductively isolated populations becausedbcumulation of structural and functional
genomic changes acts as asstee leading to speciatidn. For example, hybritielianthus
derived from crosses of the same parentalispetith other hybrids, have 50% more nuclear
DNA than the parental, mainly due to bursts of transpositittterspecific hybrids of
kangaroos from the Macropodidae family also sbdwariation in ampli€ation of satellite
repeats and kerV-1 element, changes inmlato structure andcearrangements of whole
chromosome arm’s which demonstrates that during higlization, increased transposition is
observed, inducing significant changes in karyotype

In Drosophila,studies of intraspecific crossesvealed asymmetric sterility of the
offspring. This phenomenon was named hybrid dysgenand was first described in the
1960s inD. melanogastewith the I/R systeni and then the P/M systeth Hybrid
dysgenesis corresponds to abergrnotypic traits observed ihe F1 of crosses between
particular strains or natural populations and pagposed as an importastiver of speciation.
Hybrid dysgenesis was attributealdifferences in TE contenketween parental lines. We
now know that TEs are major componentshef genome architecture because they may

3
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encompass a large fraction of the genomeairkmay trigger recombination. However, we
also know that most of the TEs in the genomes are inactive. The last decade shed light on TE
epigenetic control. lIbrosophilg most TEs are post-transcriptidigasilenced via a particular
class of small RNAs, called piRNAs (piwi-interacting RNAS)™ Subsequently,
transcriptional silencing is &b caused by chemical histone modifications, which change the
chromatin structuré"*> When the efficiency of the effent of these pathways is no longer
maintained, TEs burst into genomes, which lgadsgnificant fithess decrease up to lethality
16-18 Dye to the recent development of our knalgke in epigenetics, we know that hybrid
dysgenesis is caused by differences in thé&piRontents between the parental lines. When
two strains display different TE contents, anerétiore different assattied piRNA contents, a
cross between a male with aative TE family and a fematéevoid of the corresponding
piRNAs leads to a major increase in TE egsion, disrupting the geme stability, which
could result in sterility or lethalit}’?°. Hybrid dysgenesis also occursDnvirilis and is due
to the death of germ cells during embryogenesiae to the initiation ofranscription of the
retrotransposofenelopé&™. In artificially interspecific hybrids betweed. melanogasteand
D. simulans TEs are derepressed due to adaptivergence in the piRNA genes of both
species rather than differences in TE cont&ni®ther studies with crosses betw@&erbuzatti
andD. kopferaehave shown that 70% of the genomic rearrangements observed in hybrids was
due to TE insertion’

To understand the first steps in hybrid imgmatibility, we propose the use of related
species that diverged recently (less than 1 MyagrizonaeandD. mojavensigre endemic
species of the arid southwestern United States and Mexico (FigurB.1#)zonaeoccurs in

the cape region in Baja Califur, southeastern Arizona,igbeastern New Mexico, the
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southeastern Sonoran Desersteen Mexico and Guatemala. mojavensi®ccurs in the
Mojave and Sonoran Deserts, southern Galifh and Baja California (USA) and along the
west coast of Sonora and Sinaloaeftito), where it is sympatric with. arizonae’* 2% The
two species diverged redgn(between 0.6 and 1 My&)?and the degree of pre-zygotic
isolation between them is strong, but ilnsomplete and variable, depending on the
geographic origin of the populations. The4aygotic isolation ifigher between the
sympatric than allpatric populationd*3°3! Hybridization between thtwo species does not
occur in nature or is extremely r&f&® but in the laboratory, crosses betw&emmojavensis
andD. arizonaeare possible and present variatiotiia degree of sterility of the mal&s™
Most of the studies performed up to now in tystem consider the pre-zygotic mechanisms
of isolation®), and to our knowledge, no data are avdéafter the breakdown of the pre- to
post-zygotic isolations. We cheso cross two allopatric strains for which we can obtain
hybrids in the laboratory and analyzed the $raiptomes from the female ovaries of both
parental and reciprocal hybrids (Figure 1B).

We showed that reciprocal hybrids preseraeerage levels of gene expression compared
to the parental lines, with some specifingeategories being misexpressed such as genes
related to embryo development. As for TEs, we identified several families that were highly
expressed in hybrid crosses, tela to the parental lines. Bause TEs are mainly silenced by
small RNAs from the piwi small RNA claggiRNA), we hypothesizéhat in hybrids the
deregulation of specific TE families is due te tibsence of such small RNAs. Indeed, small
RNA sequencing confirm our hypothesis and ¢ffi@e we propose that TEs can indeed be
major players on genome differentiation andrbplicated in the first steps of genomic

incompatibilities througlsmall RNA regulation.
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Results

Co-assembling - Quantification- Genes and TE identification

We sequenced the ovarian transcriptoofasvo parental allopatric strainB( mojavensis
andD. arizona@ (Figure 1A) and of reciprocal hybri@osses (named hereafter as crosses
Hybrid A and B, see Figure 1B). We olstad a total of 456 million paired-end reads,
corresponding to 55 to 60 million reads for ea€kthe parental and hybrid libraries (2
replicates for each conditi). The reads were trimmed according to their quiityo
produce a reference transcriptome, we corabis all reads using the Trinity assembfer
Our choice to co-assemble all reads was mad/al the following reasons: 1) no reference
genome was available f@r. arizonae hence, mapping all reads to themojavensigenome
would have biased the results towadsnojavensigenes and 2) assembling each dataset
separately results in a poosodution for genes that are maodtely or lowly expressed. To
control the efficiency of the co-assembly, weified that the number afontigs obtained was
higher (21000 vs 15000), as was their total lefigthGb vs 19 Gb), when compared to the
individual assemblies of each dataset. Oneafsto-assembling is theéneased possibility of
generating chimeric contigs. We thereforedted for chimeric contigs and found that the
number of contigs not mapping to the mojavensigenome was similar when co-assembling
compared to using single assemblies (8182&and 1227). These results are summarized in

SM Table 1.

This reference transcriptome conta@®459 transcripts grouped in 21,889 loci. We
guantified each transcripting Bowtie and RSEM (see Maials and Methods) and assigned

6
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a measure of expression to each one. The distibaf the expressionvels is reported in
SM Figure 1. There are two modes in thisrtisttion, suggesting théalf of the loci are
highly expressed, whereas the other half amdylexpressed and calibe interpreted as
transcription noise, which has been poexly reported with transcriptome dafa

We further attempted to identify all loci by aligning them againsbDtheojavensis
genome (see Materials and Methods). From the initial 21,889 loci, 11,155 were
unambiguously assigned to agle protein coding geng,109 matched several protein
coding genes, 7,610 corresponded to intergegmns, 219 corresponded to TEs and 795 did
not align to the reference genome. The assamnbay produce several loci that correspond to
the same gene; for instance, when a gene ltag expression level, some of the genes can be
low-covered or not covered at all by the reaots] the assembler will fail in the reconstruction
of the complete gene but may assemble somteopd. Therefore, th 11,155 loci that mapped
to unique genes were then clustered into 5gstes, for which we have a gene annotation.
The 219 loci that corresponded to transposable elements were clustered into 72 TE families.
The analysis was then penfioed for 72 TEs and a total 5,964 loci that corresponded to
5,450 predicted/annotated genes, 2,109 conagshing several protein coding genes, 7,610

intergenic RNAs and 795 other loci.

Expression divergence othe parental transcriptomes

The identified loci for each species and hybnicere classified according to the GO terms.
As seen in Figure 2, the distribution of B® terms was homogeneous between species and
hybrids, which indicates that the same gene®vi@ind in the four transcriptomes. Most of

the transcribed genes belong to biologicglutation, cellular componeiaind cellular process
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GO terms. From the 15,954 loci, 19% (3,202) were differentially expressed bé&dween
mojavensiandD. arizonaewith a maximum fold-bange of 2,131. Of the 3,202
differentially exprased loci betweeBD. mojavensigndD. arizonag 1,791 (56%)
corresponded to protein coding regions. SNBI€& shows the top 30 differentially expressed
genes. Most of these genes have unknfumntions based on their orthologs frém
melanogaste(21/30). As seen in Figure 3A and SMble 3, the distribution of the fold
changes is symmetric, which indicates thainailar number of locare under- (55%) or over-
(45%) expressed in each species.

From the 72 TE families identified in our data, 29 were differentially expressed between
the two parental lines (40) that belong to the different classes of TEs: eight DNA-
transposons (Class Il), 19R retrotransposons (Classaljd one non-LTR retrotransposon
(Class 1) (Figure 3B, SM Table 4). As fgenes, no asymmetry was detected in the

distribution of the fold changes for TEs.
Transcriptome of the hybrids

Hybrids were obtained in a reciprocal manner, Wiallowed us to search for parental effects.
We found that 840 loci (5.3% of all identifiéati from the co-assembling procedure) were
differentially expressed between the two hghines (SM Table 5, Figure 3C) with a
maximum fold-change of 595 (SM Table 6). Bé&se 840 loci, 597 (71%) were annotated as
genes and 64% were included in those that W#ferentially expressed between the parental
lines.

In contrast to the fold changes observetiveen the parental lines, Figure 3C and SM

Table 6 show that there is an important asyatry in the distribution of the fold changes
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between the hybrids. Indeed, 72ti are over-expressed iylirid A, whereas 119 are over-
expressed in hybrid B (respectiyeB6% and 14%). This asymmetryailso true if we restrict
the results to loci identified as protein cogligenes: 529 (88%) are uggudated in hybrid A,
whereas only 68 (12%) are upgulated in hybrid B.

Moreover, if we look at the number of gertfferentially expressed between the hybrids
and each parental line, hybrids are more simildihédfemales of the maternal line than to the
females of the paternal line. Hybrid A has 1,20@agethat are differentially expressed with its
maternal lineD. mojavensisand 1,422 genes that are differentially expressed with its
paternal lineD. arizonae Hybrid B has 954 genes that aifferentially expressed with his
maternal lineD. arizonag and 1,752 genes that are differeltiaxpressed with its paternal
line, D. mojavensis

For the TE families, eight (12%) are diffatelly expressed keeen the two hybrids
(Figure 3D, SM Table 7), from which seven waleeady detected as differentially expressed
between the parental lingSopialand GTWIN, two LTR retrotransposons, showed the
greatest difference (Figure 4 A and B), wittotal of 473,178 reads tmybrid B (0.4% of the
total reads) correspormdj to GTWIN. These results wetenfirmed by RTQPCR experiments

(SM Figure 2).
Expression Inheritance

We determined the mode of expression inhecggfor the loci and the TEs by comparing the
expression levels between one hybrid and edt¢he parental lines. The expression

inheritance was analyzed according®¢Figure 5A).
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Gene expression in hybrids is highly conserved

For all genes, the "conservechtegory (in which hybrids have the same levels of expression
as the parental lines and there is no differdreteveen parental lineg® the most common for
both hybrid lines, including 9,127 loci hiybrid A and 9,138 in hybrid B (>71%). The
conserved genes in hybrid A and hybrid B mestly the same (98%) (Figure 5 B), which
indicates that the loci that are not differentiakpressed between the parental lines have the
same expression in the hybrid lines. Thirtpercent of the locil,793 loci in hybrid A and
1635 in hybrid B) follow the additive model, whieneans hybrid expression is intermediate
between both parental lines. Twelve percerthefloci in hybridA and 13% in hybrid B

follow a dominant model, with hybrid A having mdde mojavensiglominant loci and hybrid

B moreD. arizonaedominant loci.

We found no massive misexpressadrthe loci in hybrids. Few loci were classified as
over-dominant (148 in hybrid A, 70 in hybrid B) or under-dominant (23 in hybrid A, 105 in
hybrid B), of which 74% were identified asotein coding genes (Figure 5B). Very few
misexpressed loci were common between bgthrids. There was a total of 43 common over-
dominant loci (Table 1), mosif which were involved in metabolic processes and/or had
catabolic activity, and a total @Gfunder-dominant loci (Table2), all of which were involved in

embryo development.
TEs are under control in hybrids

From the 43 TEs not differentially expressetiteen the parental line87 were also not
differentially expressed in the hybrids anddogyed to the conserdecategory (Figure 5).

Fourteen elements in hybrid A and ninénybrid B followed the additive model; 14 elements

10
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in hybrid A and 25 in hybrid B were eithBr mojavensiglominant oD. arizonaedominant.
Only one element (thieelement) in hybrid A was in the under-dominant category. Four TEs
in hybrid A (Gypsy#Dmoj, Homo7, FROGGER ardopial-Dmoj) and only one in hybrid B
(GTWIN) belonged to the over-dominant catggdfor two of them, Copial in hybrid A and
GTWIN in hybrid B, the over-expression wapesially high (Figure 4 A and B), with fold-

changes higher than 10 comparing to theeptl line with tle highest expression.

GTWIN and Copial element

We determined the copy number and structure of these two TE familiesDn the
mojavensisequenced genome. GTW(Which belongs to thgypsylike family) is highly
expressed in hybrid B and isgsent as eigltopies in thdd. mojavensigenome. The average
identity between copies (paiise) was 99%, which indicates that GTWIN insertions are
recent in the sequenced genome and may correspatitl active copies. For this element, no
SNPs were found along the sequence in thesreilybrid B or hybrid A, which indicates
that only one type of insion is being transcribed.

The Copialelement, which was significantly molnéghly expressed in Hybrid A, is
present as approximately 40 copies inBhenojavensigenome, with an average identity up
to 70%, which indicates that tleéements were probably activeaamore distant time and that
the transcripts are from the most intact copies.Gapialelement, only two SNPs were
identified along the sequence in hybrid A, whicticates that only oniype of insertion is
being transcribed.

piRNAs are a class of small, non-coding RNA {@29 nucleotides) thaay a role in the
silencing of TEs. piRNAs can be producedwo different pathways: primary piRNAs come

11
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from piRNAs clusters distributed throughdbé genome and are produced in somatic and
germline cells, whereas secondary piRNAs @derived from the product of cleavage of
functional TE transcripts and are maternally transmitted to embryos. Secondary piRNA
production, also called the "pingeng"” pathway, is characterized by piRNA sequences that
present complementarity with exacil9 nucleotides of the primary piRNA.

To better understand the exmies increase of these TEs in hybrids, we sequenced piRNA
from Hybrid A and B and searchéal ping-pong signatures for GTWIN a@bpial(Figure

4 C and DY°*

In hybrid B, the GTWIN element was 32 timesmmexpressed than in hybrid A. This high
level of MRNA is accompanied by a weak ppang signature in the piRNA pool (Figure 4 A
—-D), which is compatible with the hypotheshat no secondary piRNA were maternally
transmitted to silence the element in the germline. However, there was a significant amount of
total piRNA in hybrid B (SM Figure 3), mainlyrimary piRNA, showing that these sequences
do not contribute to theilencing of GTWIN.

For Copial,we found a high ping-pong signatunehybrid B and a lower ping-pong
signature in hybrid A, where the elemenhighly expressed. There is a positive relation
between the amount of MRNA and the abundan€opfal piRNA: hybrid A had 98-times
higher expression than hybrid B, and the@dance of piRNA was 2.2-times higher in hybrid

A (Figure 4 A to D, SM Figure 3)).

12
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Discussion

Twenty percent of genes weldferentially expressed beegn the two parental line3,
mojavensiandD. arizonae which diverged between 0.6 and 1 Mya”>*"*! This was
consistent with data obtaiddy Matzkin and Markow (2013}, who found that up to 17% of
genes were differentially expressed betwBemojavensisubspecies. Additionally, studies
comparing more distant species, suclbamelanogasteandD. sechellia which diverged
approximately 1.2 Mya*}), showed up to 78% of genedthvdifferences in expressidh In
other studies comparifg. melanogasteD. simulansandD. yakuba***® at least 27% of
genes were differentially expressed between spexistrains. Genes that were differentially

expressed between the parental lines wesergially genes related with development.

We performed reciprocal crosses to chikparental effects on hybrids betwdan
mojavensisandD. arizonae In general, gene expression Viaisly similar between hybrids,
with fewer genes differentially expressed thetween the parental lines. Moreover, for the
5% of genes that differed between the hybndsst were up-regulated in hybrid A. This
indicates that for some genes, there isfiateof the parental lie. Despite the studies
conducted on hybrid dysgenesis, we have no @hesophiladata with reciprocal crosses to

compare with because most previous ssdiere perform in one cross directfén

In hybrids betwee®. melanogastéD. sechellisandD. melanogastéb. simulans
most of the genes were eittearchellia/simulanslominant or under-express&d™ In our
study, the comparison between thybrids and the parental lisshowed that most of the
genes had expression that was conserveddiivaaldue to the lovdivergence between the

parental species. A few genes had an expressiah closer to the ntarnal line, which was

13
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eithermojavensisdominant (hybrid A) oarizonaedominant (hybrid B). Few genes were up-
or down-regulated. The detailed analysis esthunregulated categarighows that the genes
that are in common in both hybrids are redai® metabolic and embryo development. In a
previous study, different lifaistory traits and viabilityvere measured in hybrids Df
mojavensisindD. arizonaeand were compared to their paretits=emale hybrids (from both
crosses) had performances equal to their erstiThis is consistent with our observation
because the vast majority of genes had aaroed pattern between the hybrids and parents.
Moreover, genes that are up-regulated in hybaice implicated in #ngood performance of
the hybrids. In contrast, down-regulated geaee related to embryonic development and
could preclude sterility problems in the hybridge followed the allele specific expression to
investigate differences in the regulatory systems. For the vast majority, there was no
significant evidence of regulatory divergencentrary to what had been describedBor
melanogasteD. secheliahybrids, but which is in agreentenith the expression inheritance

data from this study.

The comparison of expression betw&rmojavensigndD. arizonaeshowed that of the 72
TEs that were identified in the transcapte, 40% were differentially expressed. This
emphasizes the fact that closely relategcggs may have very different amounts and
expression levels of TES™%and that these differences may also exist between striins
Again, when comparing both hybrids, very felements were differentially expressed,
indicating that species-specifiegulatory systems are operatinghe hybrids. This has not
been observed in hybrids between moreadity related species. In crosses between

melanogasteandD. simulanswhich were performed with specific mutant strain®of

14
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simulansthat “allow” the development of the Fy/brids, a massive increase of transposition
was observed for most of the elements. Theastblaimed that time allowed divergence in
the regulation system, namely, the implicatudrihe proteins of th piRNA biogenesis that
have diverged? In another system, with hybrids betwdrbuzattiandD. koepferagthe
authors showed, in a genome-wide manmerssive rearrangement in the F1 hybfidé\

wide variety of TEs were responsible for mokthe genomic instability in the hybrids.

In our analysis, we identified eight TEs (SMbla7) belonging to ffierent classes of TEs

that were differentially expressed betwdwrids, but only two were highly up-regulated
compared to the parents. GTWINhghly expressed in hybrid B, aibpialis highly

expressed in hybrid A. The specific analysifRdfA sequences from these elements allows us
to propose a scenario that is consistent Wi¢ghidea of clusters producing piRNA that are not
equally present in the parentiales. GTWIN insertion could bgresent in the paternal line of
hybrid B,D. mojavensisbut not in the maternal line because the expression of GWTIN is low
in D. arizonae therefore, the secondary piRNA capending to the element could not be
transmitted by the maternal line and did not l&ad ping-pong amplification cycle in hybrid

B. The same scenario can be propose€fipial TheCopialinsertion could be present in

the paternal line of hybrid A). arizonae but not in the maternéihe because the expression

of Copialis low inD. mojavensisTherefore, the secondary piRNA corresponding to the
element could not be transmitted by the makline and did not lead to a ping-pong
amplification cycle in hybrid AThis scenario corresponds to what is observed when crossing
different strains oD. melanogasteD. simulansandD. virilis harboring different TE

amounts and activities, which rétsuin the derepression of T£119°!

Crosses between closely related species oftritri@ male sterility, which is one of the
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expected steps of speciation asmétnown as the Haldane’s rufe In crosses betwedh
melanogastethat induce hybrid dysgenessdtong advances have been made that show that
the absence of maternally transmitted piRNAsfrspecific TEs is responsible for the female
phenotype that can be visible in the firshgetion by gonadic atrophy or by female sterility.
What is happening in the mayermline is much less understood.

Reproductive isolation betwe&n mojavensigindD. arizonaehas been studied
extensively, with both pre-zygotand post-zygotic barriemntributing to isolatiori*>*>*
Sexual isolation between these spevises according to the strains uséd and with
respect to post-zygotisolation, there is an asymmetrythe production of sterile hybrid
males. WherD. arizonaemothers are used, the hybrid sans sterile, but in the reciprocal
cross, hybrid males are only sterile whenBhenojavensipopulations are from certain
geographic host racé$

We have already shown, in accordance Witk variation and asymmetry of the post-
zygotic isolation, that iD. mojavensitD. arizonaehybrids, some TEs were specifically
derepressed in the male germlisech as the non-LTR retrotranspos@ndHelena
elements, depending on the source population of males and famales the direction of the
crosses”, unpublished). Because maternally traitted piRNAs are an important way of
controlling TEs across generatiomg can speculate that susimall RNAs do not contribute
to the male germline regulation, which could exphlahy it is usually thenale that is sterile.
The sterility could be associatedgth the mobilization of TEs. Our results also suggest that the
female germline is successfully protected (ewaome specific elements escape this control)
against transposition by the matelip transmitted secondary piRNAs.

Although sterility of the heterogametic sex is one of the most common and presumably

16
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earliest manifestations of poggotic reproductive isolation itpgpears to be a complex trait,
and consequently the genetic basis forpigesmrance is not yet completely understood. Our
findings on TE expression variation in femalergéine, depending on the parental lines and
reciprocal crosses, point digtr the necessity of furthgropulation studies in order to
investigate a role of these mobile elementh@post-zygotic reproduge isolation of these
pair of species. The study of the male gerradiis also fundamental because it could explain
why TEs, despite a strong negative selectionregaleleterious effectsf transposition, are
successful to stay active in the male lined &#ransmitted across gentoa. Population studies
on TEs in such a system can give inssghto how reproductive isolation evolves.

We show thaD. mojavensisaindD. arizonaeparental lines differ in their gene
expression (~20% genes differentially exgs@d) and in their TE expression (~40% TE
differentially expressed). Rgmiocal hybrids presented aveedgvels of gene expression
compared to the parental lines, with some g$jpegene categories breg misexpressed such as
genes related to embryo development. As for TEs, we identified several families that were
strongly expressed in hybratosses, relative to the patal lines. Maeover, piRNA
sequencing confirms that in hybrids the defatjon of specific TE families is due to the
absence of such small RNAs. We therefore psegghat TEs can indeed be major players on
genome differentiation and be implicated ie first steps of genomic incompatibilities

through small RNA regulation.

Methods

Drosophila strains and RNA sequencing

17

57



CHAPITRE 2 — ELEMENTS TRANSPOSABLES EH YBRIDES

58

We sequenced RNA-poly (A) from the ovaries of flies. The sequenced strainBwere
mojavensisfrom the Anza Borrego Desert, Gatock number: 15081-1352.01) and

arizonae from Metztitlan-Hidalgo, Mexico (eck number: 15081-1271.17), both obtained
from the US San Diego Drosophiiiock Center. These are twitopatric species with which
we can perform reciprocal gses in laboratory conditions poovide sufficient F1 hybrid
individuals to obtain enoughNR for sequencing. Parentaldividuals were separated to
collect virgins one day after hatching. Crossesevperformed with 3-daold flies; ten males
and eight females were placed in 2.3 x 9.5tghes containing culture medium under the
same temperature and humidity conditions. Vifgimale parental flies and F1 female hybrids
were collected after hatching,@te day of age and were is@dtuntil they reached ten days.
The RNA was extracted from the aies of 10-day-old flies (i.eD. mojavensisD. arizonae
and hybrids from reciprocal crosses). The aotions were performed using the RNeasy kit
(Qiagen), and the samples were then treaitdDNase (DNA-free Kit, Ambion) and stored

at -80°C. The samples were quantified by fesmence in a Bioanalyz2i00 (Agilent).. For
each line, the extracted RNA was divided into fvarts to generate two cDNA libraries (two
replicates per condition). RNA was sequencedlbynina Technology in an lllumina HiSeq
2000.We sequenced 2x51 bp reads and the medium size of the inserts was 300 bp. We used
UrQt * with the default parameters to remove tbw quality bases and the polyA tail from

the data set.
Assembly of the transcriptome

The reads were co-assembled, i.e., we usestsifrom all (parentaind hybrid) lines that

passed purity filtering to construct a de nogference transcriptome. We ran Tririty
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version r2013_08 14 with the default parameterd a group_pairs_distance of 600. Thus,
these transcripts are consensus transcripts.

This approach is possible because the tworpalrénes diverged recently, so we assumed
that the transcripts of theegies and the hybrids are similar enough to be assembled together.
This method has the effect of increasing the sequng depth and allows us to better assemble
transcripts that are too low-expressed in oneore species and that could not be assembled
otherwise, which can be the case for TEs, Witian be low-expressed in parental lines.

Additionally, unlike the mapping method, tlapproach has no bias in favordf mojavensis
Quantification of expression

The quantification of the contigs expressioreath replicate of eadime was performed with

Bowtie °® and RSEM’. Bowtie (with default parameters) was used to map the reads to the
contigs of the reference transcriptome \wweambled. The number of reads aligning against

each sequence was then counted by RSEM ,hagriavided access to the expression of the
transcripts and the genes (in FPKM). RSEM also addresses multiple mapping and assigns the

read to its most likely location.

Gene and TE identification

To identify genes among the contigs askked by Trinity, we downloaded the 15,179
sequences of annotateadepredicted genes froB. mojavensigversion r1.3 from
http://flybase.org/) and @ned our contigs with BLAT® with at least 80% identity and with a

minimum query coverage of 80%. We also radid all of the contigs with BLAT to the
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reference genome @f. mojavensigversion r1.3 from http://flybase.org/) with at least 80%
identity and with a minimum query coverage80P6 to search for transcripts originating from
the intergenic region.

To the genes predicted Ih mojavensiswe assigned the GOterm of the orthologous genes
in D. melanogasteusing the orthologousliées downloaded from http://flybase.org/. We also
ran Blast2G® on the assembled transcripts and obthihe GO term for the transcripts. We
kept all of the GO terms providéxyy at least one of the methods.

For TE identification, we used BLAT to gh our sequences agaimensensus TEs from
RepbaseDrosophfi&(2,296 TEs) and against a hometealatabase (4575 TEs). The
homemade database was geted by running Repeatmas¥er
(http:/lwww.repeatmasker.org/) on tbe mojavensiseference genome. We kept the
alignments with an identity percentage higher than 70%, and with a minimum query coverage
of 80%. Fourteen of the 72 TEs are lowly expegkin all species andgbrids (<10 reads), as
are another 3,322 loci of the total 15,964. Thesevere included in th analyses but were
not tested for differential expssion and therefore were nonsidered in the analyses of
expression inheritance. Eight other loci witentified as mitochondrial genes (4-5 million

reads per replicate) and weret included in our analyses.

Differential Expression with DESeq

We used DESé&G an R package, to identify loci afiéEs that were differentially expressed
between two lines. DESeq estimates the meadvariances of raw reambunts and tests for

differential expression based on a model uiregnegative binomialistribution. Loci and
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TEs are classified as significantly differentiadlypressed if 1) the p-iee, after correction for
multiple tests with the False Discovery Rat®g, is below 0.001 and 2) if the fold-change
(expression ratio between the comparedditions) is above 1.%.0ci and TEs were

considered to be too lowly expressed in atliditions when the counts for each line did not

exceed 10. These loci and TEs were exclddad the inheritance expression analyses.

RT-gPCR proof of expression

The levels of expression Gopia-land GTWIN were validad by RTg-PCR. Primers
were designed from the consensus obtained thigetranscriptome assembly and were specific
to our strains. One microgram of sequenB&A was treated with DNase (DNA-free Kit,
Ambion) and was converted to cDNA usingleermoscript Invitroge kit. The cDNA was
diluted 50 times, and the relative mRNA lewals quantified using SYBR green gPCR in a
LightCycler 480 instrument (Rbe Diagnostics). The RT—qPGRperiments were performed
with technical triplicates. Only RT-qPCR expeents with efficiencies greater than 1.9 were
retained. The following primers were used: GTWIN forward 5’- CGC TGA CGG CAA TAA
TGA AAG C — 3 and GTWIN reverse 5’ ATC TTC CGA TGC CAAGAT A -3’; Copial
forward 5’ - GTG GAC CTA RA GGC AAG TAT C — 3" andCopial reverse 5- AGA CCT
TTC TGA CGC TCT A - 3'. The elements’ relatiexpression levels were measured with the

constitutive expression of the endogenous obwa gene 49 (rp49), also known as asnrpL32

63

Small RNA extraction and sequencing
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Small RNAs from hybrid A and hybrid B ovariegere manually isolad on HiTrap Q HP
anion exchange columns (GEe#lthcare) as described%h Library construction and 50 nt
read sequencing were perfornay Fasteris SA (Switzera) on an lllumina HiSeq 2500

instrument.

Analyses of piRNA, ping-pong signattes and identification of ping-pong
partners

We considered as piRNA the sequences of ISRi#As of length 23 to 29nt that could be
aligned against TEs from our assembled trapsame or against TEs found in the genome of
D.mojavensigsee TE annotation above). The alignmevese performed with Bowtie using
the --very-sensitive option. We then used the "Mississippi T8glsthich search for ping-
pong signatures by counting the number afspaf piRNA overlapping for 1 to 26

nucleotides.
Availability of supporting data

The RNAseq libraries generated in thiady are available through the NCBI Sequence
Read Archive (SRA) (http://www.ncbiml.nih.gov/sra) under accession no. SRX1272419,

SRX1277353, SRX1277354, SRXAZ355, SRX1284317 and SRX1284318.
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Figures Legends

Figure 1. A.Geographic distribution of D. mojavensisand D. arizonae.The two species
occupy the south USA and Mexico with straimsympatry and allopatry. The two strains
used in this study come from allogatregions (http://www.d-maps.com/). Brosses
betweenD. mojavensisand D. arizonae.Reciprocal crosses were performed between the
species with allopatric sires (see Materials and Methodgye named crosses made with
mojavensidemales hybrid A and crosses made vidtharizonaefemales hybrid B. CCo-
assembly of the transcriptomes of the four conditiongCo-assembly of thtotal number of
reads allowed us to reconstracteference transcriptome thvedis non-biased to the sequenced

genome oD. mojavensiand to identify low expressed elements.

Figure 2:Distribution of the GOterm : Biological Process (level 2)The genes predicted in
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1 Avant-propos

KiSplice est une méthode initialement développée pour détecter des variants d'épis-
sage dans des données RNA-seq sans génome de référence (et donc pour des espéces mo-
deles ou non modeles). Bien que principalement développé a Lyon par I'équipe Baobab
du Laboratoire de Biométrie et Biologie Evolutive (LBBE), KisSplice est issu d'une collabo-
ration de plusieurs équipes de recherches dans le cadre de 'ARN Colib'read, qui propose
des développements de méthodes basées directement sur les lectures séquencées pour
répondre a différents problemes biologiques (détection de SNP, d'épissage, d'inversions

génomiques etc.)

KisSplice commence par construire un graphe de de Bruijn, a partir des lectures sé-
guenceées, et recherche des motifs spéci ques, des “bulles’, créées par la présence de va-
riants possédant un contexte commun (d'au moins k nucléotides). Selon les caractéris-
tique de cette “bulle”, on peut différencier celles correspondant a des variants d'épissages,

des indels ou des SNP.

Mon réle dans ce projet a été de clari er les points forts et les limites de l'utilisation

de KisSplice pour l'identi cation des SNP sur différents jeux de données réels. J'ai éga-
lement participé au développement de KisSplice2RefTranscriptome ( K2RT), un outil de
post-traitement des SNP trouvés par KisSplice, permettant de prédire leur impact sur les
séquences protéiques. Cette étude est issue d'une collaboration entre différentes équipes
du LBBE : I'équipe Baobab qui a développé et testé KisSplice sur les données humaines,
les équipes Génétique et Evolution des interactions Hotes-Parasites et Eléments transpo-
sables, Evolution, Populations qui ont permis de tester la pipeline sur des données réelles
et d'effectuer des validations expérimentales de SNP prédits, ainsi que I'équipe  Statistique

en Grande Dimension pour la Génomique pour la modélisation statistique.

Nous proposons dans l'article qui suit une pipeline utilisant les données RNA-seq per-
mettant d'identi er et quanti er des SNP, de prédire leur impact sur la séquence d'acide
aminés, mais aussi d'identi er les SNP spéci ques d'une condition lorsque I'on compare
plusieurs conditions biologiques. Nous avons utilisé des données humaines, issues des
projets 1000 Genomes et Geuvadis, pour estimer la sensibilité et la précision de KisSplice,

et plus généralement de I'ensemble du pipeline.
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2 Article 2 : SNP calling from RNA-seq data without a re-
ference genome : identi cation, quanti cation, differen-

tial analysis and impact on the protein sequence
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Durant ma these, je me suis intéressée a l'analyse de données RNA-seq chez les es-
peces non-modeles, en me confrontant d'une part a de I'analyse d'expression des élé-
ments transposables et des génes, et d'autre part a I'aspect méthodologique de la détec-

tion de variants nucléotidiques a partir des graphes de de Bruijn.

1 Hybrides

Les données RNA-seq provenant D. mojavensis et D. arizonae et des hybrides réci-
proques issus de leur croisement ont donné accés a l'expression des genes et des éléments
transposables dans ces quatre lignées.

Dansa cette étude, nous avons choisi d'utiliser les lectures issues du séquencgage de
lignées parentales et hybrides pour assembler un transcriptome utilisé comme référence
(co-assemblage). Nous avons montré l'apport de cette stratégie pour notre étude puis-
gu'elle elle nous permet d'augmenter arti ciellement la profondeur de séquencage et
d'assembler plus de genes et d'ET. Ceci est d'autant plus important que les niveaux d'ex-
pression des ET sont en générale faible. Cette approche est rendue possible par le faible
taux de divergence entre les génomes les lignées parentales. Néanmoins, une question
reste ouverte concernant la généralisation du co-assemblage a d'autres espéces, en par-
ticulier : jusqu'a quel taux de divergence entre les espéces séquenceées le co-assemblage
est-il encore possible et intéressant ? Nous avons pu tester I'apport de cette stratégie dans
notre cas, mais je n'ai pas pu poursuivre cette étude par la réalisation de simulations.

Lanalyse de ces niveaux d'expression nous a permis d'identi er les genes et éléments
dérégulés chez les hybrides. Nous avons ainsi vu que la majorité des ET sont régulés chez
les hybrides, dans les deux sens de croisement, et qu'il n'y a donc pas de dérégulation glo-
bale. Seuls quelques rares ET présentent des niveaux d'expression particulierement im-
portants chez les hybrides. L'élément Copial est largement sur-exprimé chez les hybrides
issus d'une mere D. mojavensis. Un élément de la famille des gypsys est lui trés forte-
ment exprimé chez les hybrides issus d'une mere D. arizonae. L'analyse du séquencage
des piRNA chez les lignées hybrides semblent montrer que la sur-expression de ces deux
éléments est associée a une diminution des piRNA secondaires. Le séquencage des piRNA
issus des lignées parentales est nécessaire pour une analyse plus poussée. De méme, |l
faudrait des réplicats biologiques pour le séquencage des piRNA. Cela nous permettrait

de comparer I'abondance des piRNA entre les lignées hybrides et parentales.
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Le pipeline développé ici pourra étre réutilisé pour I'analyse des transcriptomes chez
les males de D. mojavensis, D. arizonae et leurs hybrides. Contrairement aux femelles, on
observe un stérilité des méales issus du croisement d'une femelle D. arizonae avec un méale
D. mojavensis. On s'attend donc a des différences plus importantes entre les hybrides liées
a la différence de phénotype. L'analyse de données transcriptomiques issues des indivi-
dus males pourraient permettre d'identi er quelles sont différences entre les hybrides a

I'origine de la variabilité observée.

De plus, selon les lignées parentales choisies, on observe différentes intensités de sté-
rilité des hybrides. Dans le cadre de I'ARN Exhyb, il est prévu de croiser la lignée de D.
arizonae utilisée dans ce travail avec trois autres lignées de D. mojavensis qui conduisent

a des niveaux de stérilité variables chez les hybrides.

Par ailleurs, le séquencage du génome des lignées parentales (en cours) devrait nous
permettre d'identi er plus précisément les divergences de séquences entre  D. mojavensis
et D. arizonae, mais aussi le nombre de copies d'ET présentes au sein de chaque espéce,

en particulier pour GTWIN et Copial.

J'ai également eu I'opportunité de collaborer avec Valeria Romero Soriano en travaillant
sur un autre modéle biologique permettant d'étudier l'impact de I'nybridation inter-spéci que
sur la stabilité des génomes. Drosophila buzzatii et Drosophila koepferae sont deux es-
peces proches, ayant divergé il y 4 a 5 millions d'années (Gomez and Hasson [2003]).
Des hybrides issus de femelles D. koepferae ont pu étre observés dans la nature (Franco
et al. [2010]). Une mobilisation des ET a déja été détectée chez ces hybrides (Labrador
et al. [1999]; Vela et al. [2014]). Dans I'étude présentée en annexe (cf. Annexes, section 1),
nous avons séquence les transcriptomes (ARNm et piRNA) extrait des ovaires des lignées
parentales ainsi que de la lignée hybride (F1) et des individus issus du rétro-croisement
de ces hybrides avec des males D. buzzatii (BC1). Les transcriptomes (ARNm et piRNA)
extrait des testicules d'individus D. buzzatii et F1 ont également séquencés. L'analyse
de l'expression genes et des éléments transposables, ainsi que I'abondance des piRNA,
montrent que la divergence entre les piRNA des lignées parentales associée a une di-
vergence (nucléotidique et d'expression) des génes de la voie des piRNA pourraient étre
a l'origine des dérégulations d'ET et des instabilités génomiques observées chez les hy-

brides.
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2 Détection des variants nucléotidiques

Dans un second temps, j'ai travaillé sur la détection de SNP a partir de données RNA-
seq sans génome de référence. J'ai pour cela utilisé le logiciel KisSplice, qui permet de
trouver différents types de variants (épissages, SNP, indels) directement dans le graphe
de de Bruijn construit a partir des lectures séquencées. J'ai clari é les points forts et les
limites de cette approche sur des données réelles, en la comparant a des méthodes ba-
sées sur l'alignement des lectures sur un génome de référence ou sur un transcriptome
assemblé. J'ai également participé au développement de KisSplice2RefTranscriptomequi

permet de prédire I'impact des SNP sur les séquences des protéines.

Nous avons montré, sur des données RNA-seq humaines, que les performances de
KisSplice, en terme de sensibilité et précision, sont comparables a celles obtenues par des
méthodes d'alignement sur génome de référence (comme GATK). La sensibilité et la pré-
cision du pipeline sont également meilleures que celles obtenues par alignement des lec-
tures sur transcriptome assemblé. Le pipeline que nous proposons a donc de meilleures
performances que les méthodes sans génome de référence, qui (comme nous) utilisent

uniquement les données RNA-seq pour l'identi cation des SNP.

Nous avons appliqué I'ensemble du pipeline sur deux autres jeux de données réels
pour lesquelles nous n‘avons pas de génome de référence : chez la drosophile ainsi que sur
Asobara tabida.Nous avons sélectionné plusieurs cas de SNP, qui ont ensuite été validés

par rt-PCR et séquencage.

Un des enjeux majeurs est de différencier un vrai SNP présent dans les données de

deux types d“erreurs” : les erreurs de séquencages et les répétition inexactes.

Dans le cas des erreurs de séquencages, on a choisi dans KisSplice de les ltrer a l'aide

de deux paramétres, en fonction de leur abondance (cf Chapitre 3, Figure 3). Un premier
Itre, généralement utilisé par de nombreuses approches (assemblage ou alignement, en
génomique ou transcriptomique) consiste en |'élimination des chemins couverts par trop
peu de lectures (par défaut 2). Le second Itre supprime quant a lui les bulles pour les-
guelles la quanti cation relative d'un des chemins est trop faible (par défaut 5%). Ces
Itres éliminent néanmoins de vrais SNP, les SNP rares et/ou peu couverts. La valeur par
défaut choisie est un compromis entre la nécessité d'obtenir le plus de vrais SNP possibles
(une bonne sensibilité) et celle d'avoir le moins de faux positifs (un bonne précision) en

sortie de KisSplice.
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Les variants liés a des répétitions inexactes créent eux aussi des bulles semblables aux
SNP dans le graphe de de Bruijn. La stratégie mise en place dans KisSplice pour les lItrer
est basée sur le nombre de branches dans la bulle (cf Chapitre 3, Figure 4). Si un des che-
mins est branchant, de plus de b branches (par défaut b A5) alors la bulle n'est pas sor-
tie par KisSplice. En faisant cela, on suppose en réalité que les répétitions inexactes sont
présentes en un nombre suf sant de copies assez divergentes entre elles pour créer des
régions trop branchantes pour étre sorties par KisSplice. Ce Itre supprime également des
vrais SNP. En effet les SNP présents dans des régions fortement polymorphes sont & I'ori-
gine de bulles ayant les méme caractéristiques et les répétitions inexactes ltrées. Chez
I'Homme, c'est par exemple le cas pour certains genes de l'immunité (HLA, AbParts). De
plus, dans cette étude, nous nous sommes intéressés uniquement aux SNP isolés trouvés
par KisSplice, suf samment distants d'autres variants (distance minimale d'au moins k
nucléotides). Certains SNP proches, distants de moins de k nucléotides et dont les bulles
sont suf samment peu branchantes, peuvent également étre trouvés par KisSplice, dans
un chier a part (non inclus dans I'étude présentée dans le Chapitre 3). Néanmoins, chez
I'Homme la précision de KisSplice sur cette sortie est assez faible, car elle contient des
répétitions inexactes elles aussi suf samment peu branchantes pour étre énumérées. De
maniére générale, KisSplice mais également pour les autres méthodes de détections de
SNP, basées sur l'alignement des lectures contre un génome ou un transcriptome de réfé-
rence, ont des dif cultés a détecter les SNP proches et les SNP dans des régions fortement

polymorphes. Identi er de tels variants reste donc un probléme méthodologique ouvert.

Durant les derniers mois de ma thése j'ai également commencé a comparer KisSplice
avec DiscoSNP (Uricaru et al. [2015]). DiscoSNP et KisSplice ont été développés conjoin-
tement dans le cadre d'une collaboration entre plusieurs équipes (Colibread), ils sont ba-
sés sur le méme modéle (détection d'une bulle dans un graphe de de Bruijn). DiscoSNP a
néanmoins été pensé pour travailler sur des données génomiques (DNA-seq) tandis que
KisSplice a été développé pour des données transcriptomiques (RNA-seq) etidenti e éga-
lement les épissages alternatifs. Concernant la détection des SNP, ils différent essentiel-
lement sur leur politique de branchement : DiscoSNP n'autorise que des branchement
symeétriques. L'hypothése sous-jacente est qu'un branchement symétrique est indicateur
d'une région fortement polymorphe, alors qu'un branchement asymétrique est indica-

teur d'une erreur de séquencage ou d'une répétition inexacte. Ce présupposé n'a pas été
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testé explicitement et mériterait de I'étre. La poursuite d'une comparaison des perfor-
mances de DiscoSNP et KisSplice, a la fois en terme de sensibilité et précision, mais éga-
lement en temps de calcul et utilisation mémoire, sur des données DNA-seq et RNA-seq,
pourrait mettre en évidence les avantages et limites de chagque méthode et de leur poli-

tique de branchement.

Un développement possible autour de KisSplice pourrait également permettre d'étu-
dier conjointement les SNP et les épissages. Les SNP proches de variants d'épissage sont
théoriqguement sortis par KisSplice, mais dif ciles a identi er dans la sortie actuelle. Des
développements méthodologiques supplémentaires sont nécessaires pour permettre la
détection de ce type de variants dans la sortie de KisSplice, ou bien directement dans
le graphe de de Bruijn. Dans certains cas, notamment, lorsque les SNP sont distants de
plus de k nucléotides du site d'épissage, KisSplice produit une bulle correspondant au
SNP et une autre bulle correspondant aux deux variants d'épissage. Il serait possible de
faire le lien entre ces deux types de variants, par exemple en les alignant sur une réfé-
rence (génome ou transcriptome assemblé). Cette possibilité n'est pour le moment pas
implémentée dans K2RT mais semble réalisable. Des développements méthodologiques
seraient également nécessaires pour tester un éventuel lien entre la présence d'un variant

nucléotidique et un variant d'épissage.

En n, si en RNA-seq les répétitions sont problématiques pour l'identi cation de va-
riants dans les graphes de de Bruijn, les identi er pourrait permettre non seulement d'ai-
der a résoudre les problemes liées a ces zones du graphe, mais aussi a analyser et quanti-

er les éléments transposables directement dans ce graphe. Une perspective a long terme
serait de chercher a identi er les sous-graphes correspondant a des répétitions (familles
d'ET mais aussi familles de génes) pour les quanti er collectivement dans le graphe et

analyser la diversité des copies exprimées.
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