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INTRODUCTION

Depuis le début des années 2000, la biologie traverse une véritable révolution en raison des progres
fulgurants des techniques de séquencage a haut débit : la révolution génomique. Grace aux avancées
dans ces nouvelles technologies, le nombre d’espéeces dont le génome est entiérement séquencé
s’accroit de maniére exponentielle, et ce type de séquencage est de plus en plus commun et rapide.
Ainsi, en passant de I'étude d'un géne ou d’'une petite fraction du génome a celle du génome dans son
ensemble, la génomique constitue un changement d’échelle majeur et offre des perspectives dans des
domaines tres variés, comme par exemple le domaine biomédical, 1'exploration de la biodiversité,
I"amélioration d’especes a intérét économique ou encore la compréhension de I'évolution des especes.
Néanmoins, malgré l'espoir qu’il fournit d’appréhender le fonctionnement du monde vivant dans
toute sa complexité, le séquencage de génomes complets comporte également des limites. En effet,
'acquisition de quantités gigantesques de données nécessite la mise en place de nouvelles méthodes, a
la fois de stockage, de gestion et d’analyse, et implique une utilisation de plus en plus intensive de
I'outil informatique. De plus, les génomes ne sont pas des ensembles homogenes et des régions se
révelent plus difficiles a séquencer ou a analyser. C'est le cas par exemple des régions génomiques qui
comprennent de grandes séquences répétées que les programmes d’assemblage ne peuvent pas
reconstituer avec certitude, en particulier lorsqu’il s’agit d’assemblage de novo. C'est le cas également
de certaines régions du génome qui présentent une diversité moléculaire particulierement forte et qui
mettent en échec les approches d’assemblage reposant sur 1'alignement par rapport a une séquence
connue et supposée unique. Ces propriétés peuvent étre dues a l'action de contraintes sélectives fortes
et originales, comme celles agissant au locus d'auto-incompatibilité chez les plantes a fleurs. Etant
soumis a une forte sélection fréquence-dépendante et a la quasi-suppression de la recombinaison, il
s'agit d'une région génomique fortement polymorphe, a la fois par le nombre d'haplotypes et par leur
divergence. Ainsi, le séquengage d'un seul de ces haplotypes ne suffit pas a comprendre la dynamique
du systéme, et il reste nécessaire d'en étudier les différentes versions. Dans ce contexte, cette présente
theése consiste en une analyse bioinformatique du locus d'auto-incompatibilité sporophytique dans le
groupe d’especes Arabidopsis, et illustre les intéréts de méthodes génomiques complémentaires au

séquengage du génome complet des especes dans ’analyse des régions hautement polymorphes.

I - DESCRIPTION DE L’AUTO-INCOMPATIBILITE

Chez les Angiospermes, 'hermaphrodisme est un caractere trées répandu. En présentant les organes
reproducteurs males et femelles chez les mémes individus, les espéces hermaphrodites ont
I'opportunité de pratiquer I"autofécondation, c'est-a-dire de féconder leur pistil par leur propre pollen.

Cependant, parce qu’elle favorise '’homozygotie, cette stratégie de reproduction entraine I'expression
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Encadré 1. Schématisation de la distylie.

La distylie est un polymorphisme floral se caractérisant par la coexistence de deux morphes: les
individus a fleurs longistyles, qui possédent des styles plus longs que les étamines, et les individus a
fleurs brévistyles, qui possedent des styles plus courts que les étamines. Le pollen est transporté par
les insectes d'une étamine vers un style de méme longueur.
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de mutations déléteres récessives. C'est ce que I'on appelle la dépression de consanguinité. Divers
mécanismes ont été mis en place par les plantes pour éviter cette diminution de valeur sélective. La
dichogamie permet par exemple un décalage dans le temps de la période de maturité des organes
males et femelles d’'un méme individu. On parle de protandrie lorsqu’il y a maturation des organes
males avant les organes femelles, et de protogynie dans le cas contraire. D'une autre maniére, les
systémes d’auto-incompatibilité hétéromorphes sont caractérisés par la coexistence, au sein des
populations naturelles, de plusieurs morphes. La fécondation n’étant possible qu’'entre morphes
différents, I"autofécondation est ainsi évitée. Ce type de systéme comprend notamment la distylie,
dont les deux morphes se différencient par la taille de leurs styles et de leurs étamines (voir

I'encadré 1).

Présents chez environ 40% des Angiospermes (IGIC and LANDE 2008), les systémes d’auto-
incompatibilité homomorphes sont néanmoins le moyen le plus répandu de limiter la dépression de
consanguinité (DE NETTANCOURT 2001; REA and NASRALLAH 2008). Ces systémes, apparus plusieurs
fois de maniere indépendante au cours de 1'évolution des Angiospermes (STEINBACHS and HOLSINGER
2002), reposent sur l'existence de catégories de phénotypes constituant des groupes d’incompatibilité
(ou spécificités) : un croisement n’est possible qu’entre individus de groupes phénotypiques
différents. Basés sur une reconnaissance hautement spécifique de type clé-serrure entre protéines du
pistil et du pollen, ils permettent d’éviter I'autofécondation. On distingue parmi ces systémes 1'auto-

incompatibilité gamétophytique et 'auto-incompatibilité sporophytique.

A - SYSTEME D’ AUTO-INCOMPATIBILITE GAMETOPHYTIQUE

Documenté chez de nombreuses familles, c’est le plus commun des systemes d’auto-incompatibilité
mais ses bases moléculaires restent dans la majorité des cas encore trés mal connues (FRANKLIN-TONG
and FRANKLIN 2003). Contrairement au pistil dont le phénotype d’auto-incompatibilité dépend de ses
deux alleles (tous les individus sont en principe hétérozygotes au locus S), le phénotype du pollen
dépend ici de son génotype haploide. La fécondation est donc inhibée si un grain de pollen possede
un allele identique a 'un des deux alléles du pistil. Deux mécanismes différents d’auto-incompatibilité
gamétophytique ont été caractérisés au niveau moléculaire. Le premier de ces systémes est partagé par
les Plantaginaceae, les Rosaceae, les Solanaceae et les Rubiaceae. Le pistil y sécrete une protéine de
type S-RNase (HUA et al. 2008) qui pénetre dans le tube pollinique de maniére non spécifique, alors
que le phénotype du pollen est déterminé par une ou plusieurs protéines de la famille des SLF (S-
locus F-box (KUBO et al. 2010; LAI et al. 2002)). En 'absence de reconnaissance entre les protéines du
pollen et du pistil, la S-RNase est dégradée. Au contraire, si les protéines du pistil et du pollen
expriment le méme phénotype, la S-RNase entraine 1'auto-incompatibilité en bloquant la croissance du
tube pollinique par dégradation de ses ARN. Le second systeme a été caractérisé chez Papaver rhoeas,
une espece de la famille des Papaveraceae. L'interaction entre une protéine sécrétée par le stigma, PrsS

(Papaver rhoeas stigma S determinant), et une protéine transmembranaire du pollen, PrpS (Papaver
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Encadré 2. Exemples d’interactions entre les alléles du pollen et du pistil dans le cas ou ceux du
pistil sont codominants.

Dans le cas du systeme gamétophytique, le phénotype du pollen est déterminé par son génotype
haploide. Un parent S1 / S2 produit donc des grains de pollen exprimant un phénotype S1 et des
grains de pollen exprimant un phénotype S2.

Dans le cas du systéme sporophytique, le phénotype du pollen est déterminé par le génotype diploide
du parent. Si S2 est dominant sur S1, alors un parent S1 / S2 ne produit que des grains de pollen
exprimant un phénotype S2.
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rhoeas pollen S determinant), y entraine une cascade de réactions intracellulaires dans le pollen
incompatible (MCCLURE and FRANKLIN-TONG 2006; WHEELER et al. 2009). Ces réactions impliquant les
ions Ca?" stoppent l'élongation du tube pollinique, et sont suivies par la mise en place d'un

mécanisme d’apoptose (THOMAS and FRANKLIN-TONG 2004).

B - SYSTEME D’ AUTO-INCOMPATIBILITE SPOROPHYTIQUE

Les systémes d’auto-incompatibilité sporophytique sont également retrouvés dans de nombreuses
familles parmi lesquelles les Brassicaceae, les Convolvulaceae ou les Asteraceae. Le phénotype du
pollen y est déterminé par le génotype diploide de son parent. Des relations de dominance complexes,
avec présence de classes de dominance, peuvent alors intervenir entre les différents alléles d’auto-
incompatibilité (KUSABA et al. 2002). L'encadré 2 présente quelques exemples d’interactions entre

pollen et pistil selon le type de systeme d’auto-incompatibilité.

A ce jour, les bases moléculaires de I'auto-incompatibilité sporophytique n’ont été caractérisées que

chez les Brassicaceae.

1 - Le systeme d’auto-incompatibilité sporophytique chez les Brassicaceae

Chez les Brassicaceae, 1’auto-incompatibilité sporophytique est le systéeme de reproduction ancestral
(NASRALLAH et al. 2004), et est contrdlée par une région génomique que 1'on appelle le locus S. Ce

locus comprend au moins deux génes :

- Le géne SCR (S-Locus Cystein Rich, (SCHOPFER et al. 1999)), également parfois nommé SP11
dans le genre Brassica (SUZUKI et al. 1999), code une protéine de petite taille. Bien
qu'extrémement divergente, cette protéine présente des résidus de cystéine conservés qui
forment des ponts disulfures par paires, et sont importants pour sa structure tertiaire
(WATANABE et al. 2000). Elle est exprimée dans le pollen mais aussi de maniére sporophytique

dans le tapetum des antheres, et se retrouve ainsi déposée a la surface du pollen.

- Le gene SRK (S-Locus Receptor Kinase, (STEIN et al. 1991; TAKASAKI ef al. 2000)) code une
protéine transmembranaire du pistil. Cette protéine comprend trois domaines distincts : le
domaine S est un domaine extracellulaire agissant comme récepteur de la protéine pollinique ;
le domaine transmembranaire sert a ancrer la protéine a la surface du pistil ; le domaine
kinase est un domaine intracellulaire chargé de transmettre le signal aboutissant au rejet du
pollen. Dans le genre Brassica, un second gene est parfois présent, SLG (S-Locus Glycoprotein
(NASRALLAH et al. 1985)). Tres proche de SRK et également exprimé dans le stigma, il aurait
pour role d’amplifier la réaction d’auto-incompatibilité (BOYES and NASRALLAH 1993). Parce
que les alleles du gene SLG ségrégent avec les phénotypes d’auto-incompatibilité, ce gene a

longtemps été considéré comme un bon candidat pour étre le déterminant femelle
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(NASRALLAH et al. 1985). Ce fonctionnement en famille de génes souligne l'importance
d’accéder a la séquence génomique d'un systeme complexe tel que le systéme d’auto-

incompatibilité pour en comprendre le mécanisme.

Lorsque le grain de pollen est déposé sur le pistil, si les protéines SCR et SRK expriment la méme
spécificité, c'est-a-dire le méme phénotype, leur interaction moléculaire entraine une cascade de

réactions qui se traduit par I'inhibition de la croissance du tube pollinique.

S’agissant d’un systeme sporophytique, des relations de dominance existent entre les différents alléles
d’auto-incompatibilité. Ainsi, deux classes de dominance coexistent dans le genre Brassica
(HATAKEYAMA et al. 1998, UYENOYAMA 1995), la classe I étant dominante sur la classe II dans
I'expression du phénotype pollen, et les alléles d’une méme classe étant codominants entre eux. Sur la
base de données phylogénétiques et de croisements, les alleles d’auto-incompatibilité du genre
Arabidopsis ont quant a eux été répartis dans quatre classes de dominance (PRIGODA et al. 2005;
SCHIERUP et al. 2006), la classe I étant la plus récessive, et la classe IV la plus dominante. Cependant, en
raison du grand nombre d’alléles au locus d’auto-incompatibilité, les interactions possibles deux a
deux sont trées nombreuses. Les expériences permettant de les vérifier étant par conséquent
importantes en termes de croisements a effectuer, seule une faible fraction de ces interactions par

paires ont été validées expérimentalement (LLAURENS et al. 2008; MABLE et al. 2003).

IT - PROCESSUS EVOLUTIFS ET PARTICULARITES LIES AU LOCUS D’ AUTO-INCOMPATIBILITE

Le locus d’auto-incompatibilité est soumis a des contraintes sélectives intenses, a savoir la sélection
fréquence-dépendante, une forme de sélection naturelle qui confere aux phénotypes des valeurs
sélectives différentes selon leur fréquence, et la restriction importante du mécanisme de
recombinaison. Comme décrit ci-dessous, ces contraintes ont un impact fort sur la région génomique

concernée et influent sur son évolution.

A - SELECTION FREQUENCE-DEPENDANTE

1 - Divergence inter- et intra-spécifique

La sélection fréquence-dépendante semble étre la force évolutive principale agissant au locus d’auto-
incompatibilité (WRIGHT 1939) et une validation empirique de ce type de sélection entre deux
générations a par ailleurs été publiée récemment (STOECKEL et al. 2011). En effet, moins un alléle
d’auto-incompatibilité est fréquent, plus il profitera de 'avantage du rare conféré par la sélection
fréquence-dépendante, son pourcentage de partenaires compatibles étant plus élevé. Ainsi moins
soumis a l'action de la dérive génétique, les alleles tendent a étre maintenus sur de plus longues
périodes de temps (VEKEMANS and SLATKIN 1994). 1l a d’ailleurs été montré que leur divergence était

antérieure a la divergence des especes (DWYER et al. 1991). C'est ainsi que des groupes d’espéces
11
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proches peuvent présenter un polymorphisme trans-spécifique, c’est-a-dire qu’elles partagent une
partie de leurs alléles d’auto-incompatibilité. C’est le cas par exemple des especes du genre Arabidopsis

(CASTRIC et al. 2008) ou du genre Brassica (SATO et al. 2003).

De plus, parce que les alléles d’auto-incompatibilité ont un temps de résidence plus important que les
alleles d'un locus neutre, ils tendent également a étre extrémement divergents au sein d'une méme
espeéce. Cette forte divergence a été mise en évidence chez de nombreuses especes telles que Solanum
carolinense (RICHMAN et al. 1995), Crataequs monogyna, Sorbus aucuparia (RASPE and KOHN 2002) dans le
cas d'un systeme gamétophytique, ou encore Arabidopsis lyrata (MABLE et al. 2003) et Brassica rapa (NOU

et al. 1993) dans le cas d’un systeme sporophytique.

2 - Diversité alléliqgue

En favorisant les alleles présents en faibles fréquences, il est attendu que la sélection permette la
coexistence d'un nombre important d’alleles au locus d’auto-incompatibilité (WRIGHT 1939). Cette
prédiction a été vérifiée de maniere empirique chez de nombreuses especes (CASTRIC and VEKEMANS
2004). Ainsi, avant méme 1'avénement de la biologie moléculaire, les premiéres études portant sur
I'auto-incompatibilité gamétophytique décrivaient 34 alleles différents se maintenant en populations
naturelles chez Oenothera organensis (EMERSON 1939). Des résultats similaires ont été trouvés chez
diverses autres espéces comme par exemple Papaver rhoeas, avec 31 alleles détectés (CAMPBELL and
LAWRENCE 1981) ou Sorbus aucuparia, avec 32 alleles décelés (RASPE and KOHN 2007). Chez les
Brassicaceae, le systeme d’auto-incompatibilité sporophytique compte au moins 20 alléles différents
chez B. insularis (GLEMIN et al. 2005), 30 alleles chez B. oleracea (OCKENDON 2000), 50 alleles chez B. rapa

(NOU et al. 1993), 30 alleles chez A. halleri et 38 alleles chez A. Iyrata (CASTRIC et al. 2008).

3 - Effets de la dominance

Dans le cas d’un systéme gamétophytique, les alleles du locus d’auto-incompatibilité sont considérés
comme sélectivement égaux, et ils tendent par conséquent a atteindre des fréquences équivalentes
(WRIGHT 1939). Le cas du systéme sporophytique est plus complexe, car les relations de dominance
engendrent une sélection asymétrique parmi les alleles (SCHIERUP et al. 1997), et des fréquences
différentes sont attendues selon leur niveau de dominance. Les alléles récessifs ayant la possibilité de
se trouver dissimulés par des alleles plus dominants, ils peuvent augmenter en fréquence et apparaitre
a l'état homozygote. C'est ce que 'on appelle I'effet récessif (SAMPSON 1974). Au sein d'une méme
classe de dominance, la sélection s'exerce de manieére uniforme sur les différents alleles et leurs
fréquences tendent a étre homogenes (UYENOYAMA 2000). Par ailleurs, on s’attend a observer a
I'équilibre un alléle unique dans la classe la plus récessive, puis un nombre d’alléles d’autant plus
élevé que la classe a laquelle ils appartiennent est dominante par rapport aux autres (BILLIARD et al.

2007).

12

© 2012 Tous droits réservés. http://doc.univ-lille1 fr



These de Pauline Goubet, Lille 1, 2011

Plusieurs études ont testé cette répartition particuliere des fréquences alléliques en populations
naturelles dans le cas d’un systéme sporophytique. Glémin et al. (2005) ont par exemple analysé la
répartition des alleles d’auto-incompatibilité dans cinq populations corses de B. insularis et ont montré
que les alleles de la classe dominante présentaient des fréquences globales plus faibles que les alléles
de la classe récessive. La classe dominante compte par ailleurs dix-huit alleles au total alors que la
classe récessive n‘en compte que deux. De la méme maniere, Edh et al. (2009b) ont étudié quatre
populations crétoises de B. cretica et ont également montré que les alléles récessifs étaient plus
fréquents et moins nombreux que les alleles dominants. Schierup et al. (2008) ont quant a eux étudié
douze populations islandaises d’A. lyrata. Contrairement au genre Brassica qui présente seulement
deux classes de dominance distinctes (NASRALLAH et al. 1991), le genre Arabidopsis en présente au
moins quatre (PRIGODA et al. 2005). La répartition des alléles de ces quatre classes a mis en évidence la
présence d'un seul allele a forte fréquence dans la classe récessive, ainsi que d’alleles d’autant plus
nombreux et peu fréquents que leur classe était dominante. De plus, 1'étude de Llaurens et al. (2008)
dans une population d'A. halleri semble suggérer que les relations de dominance peuvent étre

légerement différentes en ce qui concerne les phénotypes du pollen et du pistil.

B - RESTRICTION DE LA RECOMBINAISON

La recombinaison est également un processus important lié au locus d’auto-incompatibilité. Il s’agit
d’un mécanisme génétique fondamental car il peut potentiellement permettre a la sélection naturelle
d’agir indépendamment sur chaque géne (BARTON and CHARLESWORTH 1998). Son absence ou sa
suppression dans une région génomique entraine la transmission de cette méme région comme une
seule entité a la descendance. Parce que le maintien a long terme de 1’auto-incompatibilité nécessite la
conservation de la reconnaissance spécifique des protéines du pistil et du pollen, le systeme impose
une liaison génétique forte des genes impliqués et on s’attend a ce que la recombinaison soit restreinte
dans cette région génomique (CHARLESWORTH and AWADALLA 1998). On peut en effet imaginer qu'un
évenement de recombinaison entre SCR et SRK empécherait la reconnaissance spécifique de leurs
protéines et provoquerait une rupture de I'auto-incompatibilité. Le recombinant produit étant alors
soumis a une forte dépression de consanguinité, il serait fortement contre-sélectionné. SCR et SRK
étant donc transmis comme une seule entité, on parle d’haplotypes d’auto-incompatibilité, chacun de

ces haplotypes étant constitué d’un gene SCR, de son gene SRK associé et de leur région génomique.

Cette restriction de la recombinaison entre haplotypes différents du locus d’auto-incompatibilité a été
vérifiée chez les Brassicaceae par plusieurs études. Chez Brassica, aucun événement de recombinaison
n'a été détecté a l'intérieur du locus S (CASSELMAN ef al. 2000). Takuno et al. (2007) ont quant a eux
suggéré des événements de recombinaison au sein du domaine kinase de SRK, domaine qui n’est pas
impliqué dans la reconnaissance des protéines, mais pas entre les génes SCR et SRK. Chez Arabidopsis,

seuls de rares évenements de recombinaison dans une région limitée autour du locus S (KAWABE ef al.
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2006) ou entre des haplotypes phylogénétiquement proches (CASTRIC et al. 2010) ont été mis en

évidence.

Par ailleurs, de la recombinaison entre différentes copies d'un méme haplotype fonctionnel a été
détectée dans le cas des haplotypes les plus récessifs (CASTRIC et al. 2010). En effet, comme expliqué
précédemment, ces haplotypes peuvent former des combinaisons homozygotes, par croisement entre
deux génotypes hétérozygotes partageant un méme haplotype récessif. En I'absence d'une barriere a la
recombinaison formée par la divergence entre haplotypes au sein de ces génotypes homozygotes, ils
peuvent alors recombiner (CASTRIC et al. 2010). On ne s’attend donc pas a ce que la recombinaison soit
totalement exclue du locus d’auto-incompatibilité, mais a ce qu’elle y soit fortement restreinte, et ce de
maniere différente selon le niveau de dominance. Ainsi, plus un haplotype est dominant, plus la

restriction de la recombinaison qui s’y appliquera sera forte.

C - ELEMENTS TRANSPOSABLES

Il existe divers cas de régions génomiques qui, tout comme le locus S, se distinguent par une forte
restriction de la recombinaison. Parmi ces régions, les chromosomes sexuels ont évolué plusieurs fois
de maniére indépendante dans différents groupes d’organismes, comme les plantes, les oiseaux ou les
mammiferes. Il s’agissait au début de leur évolution de chromosomes autosomaux (LAHN and PAGE
1999). Alors que le chromosome Y a progressivement cessé toute recombinaison a l'exception de
petites régions pseudo-autosomales, le chromosome X a continué de recombiner chez les individus
femelles. Le chromosome Y est donc un excellent cas d’étude d'une région privée de recombinaison.
La comparaison des chromosomes X et Y a notamment révélé que, depuis 1'arrét de la recombinaison,

le chromosome Y avait subi de nombreux réarrangements chromosomiques accompagnés d’une forte

accumulation d’éléments transposables (BACHTROG 2005; SKALETSKY et al. 2005).

Ces éléments, découverts en 1950 par Barbara McClintock, sont des séquences d’ADN de taille
variable. Capables de se déplacer et de se multiplier de maniére autonome dans les génomes, ils sont
omniprésents dans le monde vivant (WESSLER 2006) et sont 'un des composants majeurs des génomes
eucaryotes, et en particulier de ceux des plantes (BENNETZEN 2000). On les y retrouve cependant dans
des proportions tres diverses. Ils représentent par exemple moins de 20 % du génome d’A. thaliana
(THE ARABIDOPSIS GENOME INITIATIVE 2000), et prés de 70 % du génome de Zea mays (SANMIGUEL et al.
1996).

1 - Classification

Les éléments transposables peuvent étre divisés en deux grandes catégories (voir Wicker et al. (2007)

pour une classification compléte).
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NN SRR ] ARN

l Transcription reverse

TN 4 U ADN

l Insertion

TRANSPOSITION "COPIER - COLLER"

Encadré 3. Comparaison des modes de transposition des éléments transposables.

La plupart des transposons a ADN se transposent par un mécanisme de type « couper - coller ».
Apres avoir été excisés, ils s’inserent a une nouvelle position du génome. Les retrotransposons se
transposent quant a eux par un mécanisme de type « copier - coller ». Apreés transcription, leur ARN
géneére une nouvelle copie grace a 'action d"une reverse transcriptase. Une copie supplémentaire du
retrotransposon est donc créée a chaque transposition.

Abréviations:  TIR - Terminal Inverted Repeat LTR - Long Terminal Repeat
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- Les retrotransposons, ou éléments transposables de type I, se transposent par un mécanisme
de «copier - coller » en utilisant un ARN comme intermédiaire (voir I'encadré 3 pour une
description des modes de transposition). Ces éléments comprennent les retrotransposons a
LTR (Long Terminal Repeats), caractérisés par des séquences répétées a leurs extrémités, et les

retrotransposons sans LTR tels que les LINE ou les SINE.

- Les transposons a ADN, ou éléments transposables de type 1I, rassemblent diverses familles
telles que les Helitrons, les Mariners ou encore les Harbingers. A l'exception des Helitrons, ils

se transposent par un mécanisme de « couper - coller ».

2 - Implications dans I'évolution des génomes

Par leur mode de transposition, les éléments transposables peuvent provoquer des mutations dans les
génomes. S'ils s’inserent dans la région codante d'un gene, ils peuvent par exemple interrompre sa
traduction. Une insertion dans une région régulatrice peut quant a elle entrainer une modification de
I'expression génique. A une échelle plus large, les éléments transposables peuvent également étre
responsables de réarrangements chromosomiques ou de variation dans la taille des génomes
(KiDwELL 2002; VITTE and PANAUD 2005). On peut s’attendre a ce que les insertions déléteres qu’ils
peuvent provoquer soient fortement contre-sélectionnées, comme lorsqu’elles provoquent des
maladies (VORECHOVSKY 2010). Des mécanismes épigénétiques entrent par ailleurs en compte pour
limiter leur prolifération et les éléments transposables sont souvent ciblés par des petits ARN qui
provoquent leur méthylation (ALMEIDA and ALLSHIRE 2005). Ce mécanisme serait moins fréquent pour
les éléments transposables situés dans des régions riches en genes, en raison de l'effet délétere de la

méthylation de I'ADN sur leur expression (HOLLISTER and GAUT 2009).

En dépit des effets déléteres que les éléments transposables peuvent représenter, ils possedent un fort
potentiel évolutif. Outre les réarrangements génomiques a grande échelle qui peuvent influencer
I"évolution des especes (KM et al. 1998; LiM and SIMMONS 1994), leur mode de transposition peut par
exemple entrainer des duplications de genes qui pourront étre suivies d’une diversification des
duplicats. Par des mécanismes d” « exon shuffling » ou d’épissage alternatif, ils peuvent également

conduire a I'émergence de nouvelles fonctions protéiques.

Au niveau du locus d’auto-incompatibilité, la présence d’éléments transposables a déja été
mentionnée dans différents taxa, que ce soit dans le cas d’un systéme gamétophytique, comme chez
Papaver rhoeas (WHEELER et al. 2003), ou dans le cas d'un systéme sporophytique, comme chez Ipomoea
trifida (TOMITA et al. 2004), B. rapa, B. oleraceae (FUJIMOTO et al. 2006), B. napus (CUI et al. 1999) ou A.
lyrata (GUO et al. 2011). Leur abondance par rapport au reste du génome n’a cependant pas été
documentée. On ne sait donc pas si la restriction de la recombinaison au locus S favorise leur

accumulation, comme c’est le cas pour le chromosome Y (BACHTROG 2005; SKALETSKY et al. 2005). De
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AVANTAGE AUTOMATIQUE

Individu autogame Individu allogame

%
%@
5‘)
Autofécondation Allofécondation
Transmission de trois copies des génes Transmission de deux copies des génes

Encadré 4. Principe de ’avantage automatique (FISHER 1941 ; GOODWILLIE et al. 2005)

Dans le cas de I'autogamie, un individu peut transmettre ses génes par la voie femelle (ovule) et la
voie male (pollen) au travers de I'autofécondation, mais son pollen peut également féconder d’autres
individus. Trois copies de ses geénes sont ainsi transmises. Au contraire, un individu allogame ne peut
transmettre que deux copies de ses génes. L’autogamie confere donc un avantage de 50 % en termes

de transmission des genes a la descendance.
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plus, cette restriction n’étant pas équivalente au sein des différentes classes de dominance dans le cas

d’un systeme sporophytique, des patrons différents pourraient y étre observés.

III - RUPTURE DU SYSTEME D’ AUTO-INCOMPATIBILITE

Malgré les bénéfices liés a 1'allogamie en termes de réduction de la dépression de consanguinité,
I'évolution d'un systeme d’auto-incompatibilité vers l'autogamie est I'une des transitions les plus
fréquentes et les plus documentées chez les Angiospermes (BARRETT 2002). L’auto-compatibilité a en
effet évolué de maniere indépendante a de nombreuses reprises. Par exemple, une analyse
phylogénétique d'un groupe d’espéces annuelles, Leptosiphon (Polemoniaceae), a montré I'existence de
quatre transitions indépendantes de 1’auto-incompatibilité vers ce systéme de reproduction au sein de

ce genre (GOODWILLIE 1999).

A - S50US QUELLES CONDITIONS ?

La transition vers 1'auto-compatibilité n’est possible que lorsque les avantages liés a I'autofécondation
sont supérieurs aux effets déléteres de la dépression de consanguinité qui 1’accompagne. Deux
principaux éléments sont connus pour favoriser I'autogamie par rapport a 1'allogamie. Tout d’abord,
I'autofécondation confére une transmission des genes plus importante que dans le cas de 1'allogamie
(voir l'encadré 4). C’est ce que 1'on appelle I'avantage automatique (FISHER 1941, GOODWILLIE et al.
2005). L’autofécondation présente également des avantages indéniables en termes d’assurance
reproductive (BAKER 1967). La possibilité d’assurer seul sa descendance peut en effet se révéler
cruciale lorsque les partenaires potentiels ou les pollinisateurs sont rares, ainsi que dans le cas des
plantes pionniéres qui colonisent de nouveaux milieux (BUSCH and SCHOEN 2008). Par ailleurs, sous
ces conditions qui favorisent I'autogamie, il a été montré qu'une mutation rompant le systeme d’auto-
incompatibilité était plus a méme de se répandre si elle touchait le déterminant male (UYENOYAMA et
al. 2001). En effet, un individu porteur d’une mutation inactivant la fonction male peut échapper au
contréle de l'auto-incompatibilité et féconder un individu de méme haplotype. Cet individu ne peut
quant a lui pas féconder le mutant. A I'inverse, un individu porteur d"une mutation femelle ne peut
pas féconder un individu de méme haplotype mais peut étre fécondé par ce dernier. Il subit donc un

désavantage non réciproque.

B - CONSEQUENCES EVOLUTIVES

Chez une espece ayant expérimenté une transition récente vers ’autogamie, 1'effet de la dépression de
consanguinité tend a diminuer avec le temps. En effet, si 1'augmentation de ’'homozygotie entraine
I'expression de mutations déléteres récessives, la sélection naturelle sera plus apte a les éliminer. La
purge de ces mutations étant donc favorisée (LANDE and SCHEMSKE 1985), le retour a un état allogame
a partir de l'autogamie est trés improbable car les avantages de 1'allogamie en termes de diminution

de la dépression de consanguinité sont alors amoindris. A plus long terme, il est supposé que la
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ARABIDOPSIS THALIANA

Nom commun :

Répartition :

Cycle :

Systeéme de reproduction sexuée :

Nombre de chromosomes :

Arabette des Dames
Mondiale

Annuelle
Auto-compatible
2n=10

Organisme modéle

Signes particuliers : Espece pionniére
ARABIDOPSIS LYRATA
Nom commun : Arabette lyrée
PR Majeure partie de 'Europe,
Répartition ; Russie, Amérique du Nord
Cycle : Pérenne
Systéme de reproduction sexuée : Auto-incompatible
Nombre de chromosomes : 2n=16
Signes particuliers : Génome séquencé
ARABIDOPSIS HALLERI
Nom commun : Arabette de Haller

Répartition :

Cycle :

Systéme de reproduction sexuée :
Nombre de chromosomes :

Signes particuliers :

Encadré 5. Caractéristiques des trois espéces étudiées.
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réduction de taille efficace entraine une augmentation de la dérive génétique et rende la sélection
moins efficace, suggérant que 'autogamie est une impasse évolutive (TAKEBAYASHI and MORRELL
2001). On s’attend en outre a ce que l'efficacité amoindrie de la sélection naturelle a éliminer les
mutations déléteres entraine un ratio dN/dS (rapport du taux de substitution non-synonyme sur le
taux de substitution synonyme) plus élevé chez les espéces autogames que chez les espéces allogames
qui leur sont proches (GLEMIN 2007). Cette différence n’étant cependant pas observée lorsqu'un grand
nombre d’espéces est analysé (GLEMIN et al. 2006), il peut étre supposé que les transitions de
I'allogamie vers l'autogamie sont récentes, comme c’est le cas par exemple chez A. thaliana
(BECHSGAARD et al. 2006; CHARLESWORTH and VEKEMANS 2005), et que par conséquent les espeéces
autogames ne se maintiennent pas dans le temps. De plus, il a récemment été démontré dans la famille
des Solanaceae que le taux d'extinction des espéces auto-compatibles autogames était supérieur a celui

des especes possédant un systéme d’auto-incompatibilité gamétophytique (GOLDBERG et al. 2010).

IV - ARABIDOPSIS COMME MODELE D’ETUDE

Arabidopsis est un genre de la famille des Brassicaceae comprenant une dizaine d’espéces originaires
d’Eurasie (O'KANE and AL-SHEHBAZ 1997). On s’intéresse ici a trois de ces espeéces: A. thaliana, A.

lyrata et A. halleri (voir 'encadré 5).

A - ARABIDOPSIS LYRATA

L’arabette lyrée est une proche parente de l'espece modele A. thaliana (KOCH et al. 1999). Elle est
également proche du groupe d’especes Brassica, utilisé comme modele de l'auto-incompatibilité
sporophytique (FUJIMOTO and NISHIO 2007), et de nombreux outils moléculaires définis chez Brassica
peuvent étre transférés chez Arabidopsis. Ainsi, si les especes étudiées du genre Brassica sont des
espéces cultivées et ont par conséquent subi 'influence de la domestication, A. lyrata s’est imposée
depuis quelques années comme l'espéce modele de l'auto-incompatibilité sporophytique en
populations naturelles (BOGGS et al. 2009a; GUO et al. 2011; KUSABA et al. 2001). De plus, son génome a
récemment été entierement séquencé (HU et al. 2011), et des comparaisons entre le locus d’auto-

incompatibilité et le reste du génome peuvent par conséquent étre envisagées.

B - ARABIDOPSIS HALLERI

Découverte en Allemagne au XVllle siecle, I’Arabette de Haller est principalement étudiée pour sa
capacité a tolérer et accumuler des métaux lourds tels que le zinc ou le cadmium (BERT 2000; KRAMER
2010; PAUWELS et al. 2006). Elle est particulierement proche d’A. lyrata, dont elle aurait divergé il y a
environ 350 000 ans (ROUX et al. 2011), contrairement aux estimations précédentes qui dataient leur
divergence a environ deux millions d’années (KOCH and MATSCHINGER 2007). Les deux especes sceurs

possédent le méme systéeme d’auto-incompatibilité sporophytique et présentent un polymorphisme
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trans-spécifique (CASTRIC et al. 2008), c'est-a-dire qu’elles partagent une partie de leurs haplotypes

d’auto-incompatibilité.

C - ARABIDOPSIS THALIANA

L’arabette des dames est la premiére plante supérieure a avoir vu son génome entiérement séquencé
(THE ARABIDOPSIS GENOME INITIATIVE 2000). Cette espéce annuelle présente en effet de nombreux
intéréts dont un cycle de développement court, un nombre de graines important et une taille de
génome relativement petite dans le monde végétal (BENNETT ef al. 2003). Contrairement a A. lyrata et
A. halleri dont elle a divergé il y a environ trois a six millions d’années (CLAUSS and KOCH 2006), A.
thaliana a perdu son systéme d’auto-incompatibilité. Cette transition vers 'autogamie, relativement
récente (BECHSGAARD et al. 2006; CHARLESWORTH and VEKEMANS 2005), se traduit notamment par le
fait que seuls trois haplogroupes du locus d’auto-incompatibilité inactivé ont été maintenus chez cette
espéce : 'haplogroupe B, dont la distribution est restreinte aux iles situées autour du Cap Vert, et les
haplogroupes A et C, que 'on trouve largement répartis en Europe, Asie, Amérique du Nord et
Afrique du Nord. La rupture du systeme d’auto-incompatibilité pourrait étre en relation avec la
recolonisation de I'Europe au Pléistocéne, il y a de cela environ 30000 ans, a partir des refuges
glaciaires asiatique et méditerranéen (SHERMAN-BROYLES et al. 2007). Selon cette hypothese,
I'haplogroupe B aurait été maintenu sur son aire de répartition actuelle. L’haplogroupe A aurait quant
a lui été abrité dans le refuge glaciaire asiatique et 1’haplogroupe C dans le refuge méditerranéen.
Plusieurs mutations d’inactivation du locus d’auto-incompatibilité auraient alors eu lieu
indépendamment, soit dans les refuges, favorisées par de petites tailles de populations, soit pour les
haplogroupes A et C pendant la recolonisation, avec un avantage sélectif fort des individus capables
de s’autoféconder. Des événements de recombinaison entre les haplogroupes A et C auraient en outre

été rendus possibles dans les zones de contact entre leurs aires de répartition.

Parce qu’A. thaliana est une espece modele en génétique, de nombreuses données sont disponibles a
son sujet. En particulier, le projet 1001 génomes (WEIGEL and MOTT 2009) vise a décrire la diversité de
I'espece a I'échelle du génome entier au travers du séquencage d’un millier d’accessions. Ces données
constituent un atout majeur dans la compréhension de la perte du systeme d’auto-incompatibilité.
Cependant, en raison de la forte divergence du locus S, 'assemblage ne permet pas d’étudier
directement cette région génomique car il est en partie basé sur la séquence de référence, qui ne
représente qu’un haplogroupe particulier. Des assemblages de novo ou basés sur les différents
haplogroupes identifiés seraient donc nécessaires afin d’étudier la diversité du locus d’auto-

incompatibilité chez ce grand nombre d’accessions.
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V - OBJECTIFS DE LA THESE

Dans le contexte décrit précédemment, cette these consiste en une analyse bioinformatique du locus
d’auto-incompatibilité sporophytique chez les Brassicaceae, et plus précisément dans le genre
Arabidopsis. A travers 1'obtention et I'analyse d’une douzaine d’haplotypes du locus S chez A. halleri,
A. lyrata et A. thaliana, elle permet en particulier d’explorer les apports et les limites des approches

génomiques dans I'étude du systéme d’auto-incompatibilité

A - INTERETS DE LA METHODE GENOMIQUE

La majorité des études concernant le systéme d’auto-incompatibilité sont basées sur des approches
destinées a I'analyse de fragments d”ADN tres ciblés et de petite taille (pouvant aller jusqu’a quelques
kilobases). Ces approches ne s’appuient donc pas sur la totalité du locus S, et la diversité de la région
génomique qui le comprend est encore trés mal connue. Elles supposent en outre de connaitre au
moins partiellement la séquence étudiée. Ainsi, dans le genre Arabidopsis, si le polymorphisme du
déterminant femelle SRK a été largement étudié (CASTRIC and VEKEMANS 2007; MABLE et al. 2003), peu
de séquences du déterminant male SCR ont pu étre obtenues (BOGGS et al. 2009a; BOGGS et al. 2009b;
GUO et al. 2011; KUSABA et al. 2001; TSUCHIMATSU et al. 2010). Ce gene est en effet fortement divergent,
et ne comprend pas de régions qui soient assez conservées pour ancrer des amorces et effectuer des
PCR (Polymerase Chain Reaction). La méthode génomique consistant a séquencer la totalité du locus
d’auto-incompatibilité a donc I'intérét de permettre d’accéder a la fois a I'environnement génomique

du systéme et au gene pollen SCR.

De maniere générale, les données de séquences comprenant la région génomique complete du locus
d’auto-incompatibilité sont relativement restreintes dans la littérature. Dans le cadre d’un systeme
gamétophytique, six séquences génomiques sont par exemple disponibles chez Antirrhinum
hispanicum, mais seule une de ces séquences comprend a la fois le géne codant la protéine du pistil,
une S-RNase, et les genes codant 1'ensemble de protéines SLF (S-Locus F-box) qui controlent la
spécificité du pollen (ZHOU et al. 2003). Une séquence comprenant une partie du locus d’auto-
incompatibilité est également disponible chez Papaver rhoeas (WHEELER et al. 2003). Dans le cadre d'un
systéme sporophytique, un haplotype du locus d’auto-incompatibilité est disponible chez Ipomoea
trifida (TOMITA et al. 2004) mais n’a pas encore permis de mettre en évidence les genes controlant le
systétme. Chez les Brassicaceae, douze haplotypes d’auto-incompatibilité, répartis dans les deux
classes de dominance, sont disponibles chez les espéces cultivées du genre Brassica (CUI et al. 1999;
FuniMOTO et al. 2006; FUKALI et al. 2003; KIMURA et al. 2002; SHIBA et al. 2003; SUZUKI et al. 1999; TAKUNO
et al. 2007). Néanmoins, certaines de ces séquences ne comprennent pas les régions flanquantes du
locus S, et il est possible que la domestication de ces espéces ait influencé la diversité observée. Dans le
genre Arabidopsis, deux haplotypes parmi les trois identifiés chez A. thaliana ont été séquencés (TANG

et al. 2007; THE ARABIDOPSIS GENOME INITIATIVE 2000), ainsi qu'un recombinant entre deux de ces
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haplotypes (SHERMAN-BROYLES et al. 2007). Enfin, sept haplotypes, dont deux qui seraient non-
fonctionnels, ont été séquencés chez A. lyrata (BOGGS et al. 2009a; GUO et al. 2011; KUSABA et al. 2001).
Le nombre d’haplotypes fonctionnels provenant de populations naturelles est donc trés limité dans le
groupe d’especes Arabidopsis, a savoir cinq haplotypes, et ne couvre pas les quatre classes de
dominance. Les données de cette thése comprennent onze haplotypes fonctionnels, répartis dans les
quatre classes de dominance, chez A. lyrata et A. halleri ainsi que le troisieme haplotype identifié chez

A. thaliana. Leur annotation et leur analyse ont permis d’aborder diverses pistes d’étude déclinées en

trois chapitres.

B - ANALYSE DES PATRONS D’EVOLUTION MOLECULAIRE DU LOCUS D’ AUTO-INCOMPATIBILITE DANS

LE GENRE ARABIDOPSIS

A travers 'analyse d'une douzaine d’haplotypes S fonctionnels chez A. Iyrata et A. halleri, le premier
chapitre s’intéresse aux patrons d’évolution moléculaire d'un locus d’auto-incompatibilité fonctionnel.
En effet, si le systtme d’auto-incompatibilité en lui-méme est relativement bien décrit chez les
Brassicaceae, peu de données relatives a la diversité et la dynamique de sa région génomique sont a ce
jour disponibles. Le jeu de données présenté dans cette partie a permis dans un premier temps de
délimiter avec précision le locus d’auto-incompatibilité, et d’analyser dans quelle mesure les patrons
d’évolution moléculaire sont contrastés entre le locus S et ses régions flanquantes. Pour ce faire, la
conservation de la séquence entre les différents haplotypes et les phylogénies des geénes de la région
du locus d’auto-incompatibilité a été étudiée. Dans un second temps, la question de la diversité
structurale du locus d’auto-incompatibilité a été posée, que ce soit au niveau de la taille des
haplotypes, de l'organisation de leurs génes ou de leur contenu en éléments transposables. Cette
diversité structurale a en outre été mise en rapport avec le caractere dominant ou récessif des
différents haplotypes. Enfin, la méthode génomique permettant d’obtenir un nombre important de

couples SCR-SRK, les patrons de coévolution de ces deux genes ont été abordés.

C - RUPTURE DU SYSTEME D’ AUTO-INCOMPATIBILITE CHEZ ARABIDOPSIS THALIANA

Le second chapitre se concentre quant a lui sur la perte du systeme d’auto-incompatibilité chez A.
thaliana. Chez cette espéce, le locus d’auto-incompatibilité a été inactivé, et seules trois spécificités
témoignent du polymorphisme ancestral. Le séquencage de la seule de ces spécificités dont la
séquence n’était pas encore connue a permis de poser la question de la rupture du systéme d’auto-
incompatibilité dans cet haplogroupe. De maniére plus générale, 1'obtention de cette séquence a
permis d’étudier la répartition des différentes spécificités en populations naturelles en s’appuyant sur
les données du projet 1001 génomes. Des réarrangements génomiques et des éveénements de
recombinaison entre haplogroupes différents ont ainsi pu étre identifiés, et un scénario décrivant les
patrons de dégénérescence du locus d’auto-incompatibilité d’A. thaliana apres inactivation a été

construit et analysé.
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D - ANALYSE PRELIMINAIRE DE LA COEVOLUTION ENTRE LES PROTEINES DU PISTIL ET DU POLLEN

Parce qu’ils présentent une reconnaissance de type clé-serrure, les protéines du pollen et du pistil ont
besoin d’évoluer de maniére conjointe, dans le cadre du maintien de cette reconnaissance ou de
I"évolution vers une nouvelle spécificité. Ils constituent par conséquent un modeéle pertinent pour une
analyse de la coévolution. Dans cette troisieme partie, une analyse préliminaire des patrons de
coévolution des protéines SCR et SRK a été effectuée grace a une méthode basée sur des cartes de
substitution et visant a détecter des groupes de sites se trouvant potentiellement en situation de
coévolution (DUTHEIL and GALTIER 2007; DUTHEILL ef al. 2005). Ainsi, un signal fort de coévolution a pu

étre mis en évidence entre la protéine du pollen et le domaine extracellulaire de la protéine du pistil.
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Encadré 6. Photographie d’une plante de 1’espéce A. halleri en culture a la serre.
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ACQUISITION DES DONNEES

Dans le cadre de cette these, un jeu de séquences constitué de sept haplotypes d’A. halleri, quatre
haplotypes d’A. lyrata et un haplotype d’A. thaliana a été séquencé, annoté et étudié. L'acquisition de
ces données, entreprise avant le début de la these par 'équipe d’auto-incompatibilité, a été faite en
collaboration avec le Génoscope et le Centre National de Ressources de Génomique Végétale de

I'INRA (CNRGV).

1-DE LA PLANTE A LA SEQUENCE

A - MATERIEL VEGETAL

Sur la base de leur génotype d’auto-incompatibilité, des graines d’A. thaliana, A. lyrata et A. halleri ont
été sélectionnées afin de constituer des banques BAC et de permettre le séquencage de la région
génomique du locus S. Ces graines sont originaires de divers pays : Belgique, France, Islande, Italie,
Maroc et Pologne. Elles ont été semées en serre et, aprés culture, ont été bouturées afin d’obtenir les
100 g de jeunes feuilles nécessaires a la constitution des banques (encadré 6). Environ six mois apres le
semis, les jeunes plantes ont été placées cing jours a l'obscurité, afin que 'amidon soit digéré et
n’interfere pas lors de l'isolement des noyaux, et les feuilles ont ensuite été récoltées. Les étapes
principales pour obtenir la séquence de la région génomique du locus d’auto-incompatibilité a partir

de ce matériel végétal sont décrites ci-dessous et schématisées dans 'encadré 7.

B - OBTENTION DES BANQUES

Les banques BACs (Bacterial Artificial Chromosome) ont été constituées par le CNRGV. Pour ce faire,
le matériel végétal a été congelé a -80°C, avant d’étre broyé. Les noyaux restés intacts ont ensuite été
isolés et placés dans du gel d’agarose. Toutes les protéines ont alors été digérées par des enzymes afin
de ne laisser que ’ADN. Cet ADN a été mis en présence d’enzymes de restriction qui 1'ont coupé en
fragments d’environ 100 kb. Les fragments obtenus ont été insérés dans des plasmides puis
transformés chez Escherichia coli. Aprés culture, les colonies d’E. coli contenant chacune un fragment

d’ADN ont été placées sur une plaque, ce qui constitue la banque BAC.

C - CRIBLAGE DES BANQUES ET VALIDATION DES CLONES POSITIFS

Les banques BACs ont été déposées sur des membranes qui ont été hybridées avec les sondes des
genes recherchés, en I'occurrence ARK3 et la U-box qui bordent le locus S, ainsi que SRK. La présence
de ces génes a ensuite été vérifiée par une PCR classique pour ARK3 et la U-box, et une PCR allele-

spécifique pour SRK en raison de la forte divergence de ses alléles.
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Encadré 7. Succession d’étapes ayant permis d’obtenir la séquence de la région génomique du locus
d’auto-incompatibilité, a partir de feuilles d’Arabidopsis.
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Les BAC ends, c'est-a-dire les extrémités de séquences, de 96 clones montrant la présence d’au moins
un des génes en question ont été séquencés par la compagnie Eurofins / MWG. Ces courtes séquences
(500 a 900 bp) ont alors pu étre alignées sur le génome d’A. lyrata et A. thaliana afin d’évaluer leur
proximité au locus S, et d’en déduire la longueur de la séquence totale des clones. Pour chaque
haplotype choisi, les clones les plus longs et les plus centrés sur le locus S ont ainsi pu étre
sélectionnés pour étre séquencés. Il est a noter que deux clones ont été nécessaires dans trois cas afin
de couvrir la totalité du locus S. D’autre part, le locus S étant une région fortement divergente, certains
BAC ends n’ont pu étre alignés, et les limites précises de trois clones séquencés n’étaient donc pas

connues.

D - SEQUENCAGE ET ASSEMBLAGE

Douze clones couvrant neuf haplotypes ont été séquencés par le Génoscope. Les données brutes du
séquengage 454 ont été assemblées, selon une méthode d'assemblage de novo, par le Génoscope a l'aide

du programme NEWBLER (www.roche.com) en des séquences totalisant de 84 a 115 kb selon les

haplotypes. Cet assemblage n’a cependant pas pu reconstituer des séquences completes,
probablement en raison de la présence de longues séquences répétées. Les séquences ainsi obtenues
sont donc constituées de deux a neuf contigs, avec dans certains cas une suggestion d’orientation des
différents contigs fournie par 1'assemblage. Cependant, dans la plupart des cas, seuls les contigs

extrémes sont orientés, et on ne connait ni 1’orientation, ni I'ordre des contigs intermédiaires.

Deux clones ont quant a eux été séquencés par le CNRGV, en collaboration avec les Plateformes
Génomique et Bioinformatique de Toulouse, et un dernier clone au laboratoire de Reproduction et
Développement des Plantes (ENS Lyon). Trois séquences supplémentaires, de 90 a 118 kb, et

constituées de trois a huit contigs non orientés, ont ainsi pu étre ajoutées aux données.
Les données obtenues apres séquencage et assemblage sont décrites dans le tableau 1.

E - FINISHING DES SEQUENCES

Dans quatre cas, les exons d’'un méme gene (SCR ou SRK) se trouvaient sur deux contigs différents :
AISRK01, AhSRK15, AISCR39 et AhSCRO03. Des amorces ont alors été définies aux extrémités des deux
contigs concernés afin de réaliser une PCR (Polymerase Chain Reaction). Une amplification ayant été
observée dans chaque cas, il a ainsi été vérifié que les contigs portant les différents exons du gene

étaient bien consécutifs, et que le géne n’avait par conséquent pas subi de réarrangement.

L’organisation des genes du locus d’auto-incompatibilité étant un point important de notre étude, la
méthode de finishing a également été appliquée aux contigs portant les génes AISCR14 et AhSCR20.
Des PCR ont donc été réalisées en définissant des amorces aux extrémités des contigs pour chaque

hypothese d’orientation. Néanmoins, en raison de la présence de séquences répétées aux extrémités
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Tableau 1. Description des clones BAC séquencés et caractéristiques des séquences obtenues.

Espece Banque Provenance BAC 'l;;}l’l)e dljferclzltt;is Ta(;il:lrerl(:l);::sne Couverture Contigs sé:ifeungaege
A. lyrata 05B17 Islande Al01 100 937 10 900 331 35.74 4 Génoscope
A. lyrata 05B17 Islande All4 117 539 54 361 344 159.09 3 ENS Lyon
A. lyrata 05B37 Islande AII8 BAC1 88062 15 066 372 63.64 3 Génoscope
A. lyrata 05B37 Islande Al18 BAC2 96 061 5126 346 18.46 4 Génoscope
A. halleri 19 Italie AhO03 84197 6 848 359 29.20 8 Génoscope
A. halleri HF11 Belgique Ah28 BAC1 101 609 9569 362 34.09 2 Génoscope
A. halleri HF11 Belgique Ah28 BAC2 94078 18 635 349 69.13 3 Génoscope
A. lyrata 05B8 Islande Al39 90 060 17 367 376 75.22 5 CNRGV
A. halleri HF11 Belgique Ah13 88 292 11 931 348 47.03 5 Génoscope
A. halleri L406 France Ah15BACI 109 343 8877 351 28.50 9 Génoscope
A. halleri L406 France Ah15BAC2 85357 10 636 345 42.99 4 Génoscope
A. halleri L406 France Ah20 105 142 27 578 350 91.80 5 Génoscope
A. halleri PL22 Pologne Ah32 115 243 15378 351 46.84 5 Génoscope
A. halleri 19 Italie Ah43 95 096 12 656 378 47.54 8 CNRGV

A. thaliana Ita-0 Maroc HapC 116959 7789 333 2218 5 Génoscope
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des différents contigs, les PCR classiques se sont révélées inefficaces dans certains cas. Ce sont alors
des PCR longs fragments qui ont été effectuées, avec des amorces ancrées dans des régions ne
contenant pas de répétitions ou d’éléments transposables. L'incertitude sur I'orientation de ces génes
par rapport aux autres génes du locus d’incompatibilité a ainsi pu étre levée. Cette méthode n’'a
cependant pas pu étre appliquée aux haplotypes Ah32 et Ah43, en raison d’un nombre trop important

d’hypotheses d’orientation a tester.

Dans un dernier temps, la méme méthode a été appliquée a I'haplotype C d’A. thaliana, afin de tester
I'ordre et I'orientation de ses contigs. La suggestion d’orientation fournie avec I’assemblage a ainsi été

confirmée.

II - ANNOTATION DES SEQUENCES

A - GENES

L’annotation de la région génomique du locus S étant une part essentielle de la thése, mon travail a
commencé, aprés avoir appris a maitriser les outils le permettant, par effectuer une nouvelle
annotation des séquences connues. Cette étape m’a permis de vérifier la pertinence de mes résultats en
les comparant a une annotation déja réalisée. J’ai ainsi refait I’annotation des haplotypes connus et
disponibles chez A. thaliana, A. lyrata, B. rapa et B. oleracea. Deux programmes de prédiction statistique
ont pour cela été utilisés : FGENESH (SALAMOV and SOLOVYEV 2000) et GENSCAN (BURGE and
KARLIN 1997). D'un point de vue général, FGENESH tend a étre plus précis et GENSCAN plus
sensible dans la détection de genes chez Arabidopsis. Leur association permet donc de détecter la
majorité des genes. Les ORF (Open Reading Frame) détectés par ces programmes ont ensuite été
blastés a 'aide de BLASTX (GisH and STATES 1993) ou de NUCLEOTIDE BLAST (ALTSCHUL et al.
1990). Les protéines ou les ARNn, ainsi trouvés ont alors été alignés sur les séquences génomiques a
I'aide de divers programmes : SPALN (GOTOH 2008), FGENESH+ (SALAMOV and SOLOVYEV 2000) et
EST2GENOME (MOTT 1997). L’annotation des génes a été déduite de la comparaison des résultats de

ces différents programmes.

Les genes du locus d’auto-incompatibilité étant maintenus sur de longues périodes de temps, ils sont
caractérisés par une extréme divergence de leurs alleles (IOERGER et al. 1990). De plus, le gene pollen
SCR se distingue par ses deux exons de petite taille (approximativement 70 et 180 pb) séparés par un
intron dont la taille peut atteindre plusieurs kilobases. De par cette configuration, ce gene n’est que
trés rarement détecté par la plupart des programmes de prédiction statistique. Les protéines SCR
connues ont donc été comparées aux séquences génomiques avec ALN (GOTOH 1982), un programme
d’alignement particulierement sensible. Les résultats de ce programme ont ensuite été analysés afin de

localiser le gene SCR, en partie grace aux résidus de cystéine caractéristiques de sa protéine. Cette
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procédure nous a notamment permis d'identifier un second exon fonctionnel pour deux haplotypes
séquencés récemment chez A. lyrata (GUO et al. 2011), alors que ces haplotypes étaient considérés

comme non-fonctionnels par défaut d'identification de cet exon.

B - ELEMENTS TRANSPOSABLES

Les éléments transposables ont été annotés a 'aide du programme CENSOR (KOHANY et al. 2006),
utilisant la base de données REPBASE (JURKA et al. 2005). Les résultats obtenus ont ensuite été filtrés
grace a PLOTREP (TOTH ef al. 2006), un programme qui permet également de réunir les différents
fragments d'un méme élément transposable qui aurait été morcelé. Les zones de faible complexité et
les répétitions simples ont quant a elles été détectées par le programme REPEATMASKER (SMIT et al.
1996-2006).

Tout au long des phases d’annotation et d’analyse des séquences, le programme ARGO genome

(www.broadinstitute.org/annotation/argo) a été utilisé afin de visualiser les différentes couches

d’annotation.
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(récessive)

ClasselV
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Encadré 8. Phylogénie des alléles SRK chez A. halleri et A. lyrata (CASTRIC et al. 2008).

Les alléles analysés dans ce chapitre sont indiqués par une fleche.
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CHAPITRE I - ANALYSE DES PATRONS
D’EVOLUTION MOLECULAIRE

Des données génomiques de la région du locus S chez les Brassicaceae sont disponibles
essentiellement pour les especes cultivées du genre Brassica qui ont servi de modeles d’étude de
I'auto-incompatibilité : B. rapa, B. napus et B. oleracea (CUI et al. 1999; FUJIMOTO et al. 2006; FUKAI et al.
2003; KIMURA et al. 2002; SHIBA et al. 2003; SUZUKI et al. 1999; TAKUNO et al. 2007). Plus récemment, le
genre Arabidopsis a émergé comme modele sur ce sujet (BOMBLIES and WEIGEL 2010), permettant
notamment des avancées sur le polymorphisme de ce locus en populations naturelles (SCHIERUP ef al.
2008). Par ailleurs, ce modéle présente l'intérét de posséder un plus grand nombre de classes de
dominance que Brassica (NASRALLAH et al. 1991; PRIGODA et al. 2005), multipliant ainsi le nombre
d’interactions deux a deux possibles entre alleles dominants et récessifs. Cependant, peu de données
sont disponibles dans la littérature en ce qui concerne cette région génomique chez A. lyrata et A.

halleri (BOGGS et al. 2009a; GUO et al. 2011; KUSABA et al. 2001).

Par le séquencage de onze haplotypes du locus d’auto-incompatibilité chez A. lyrata et A. halleri, cette
partie propose l'étude d’un grand jeu de données (Encadré 8), incluant I'haplotype provenant du
séquengage de I'espece A. lyrata (HU et al. 2011). Les patrons d’évolution moléculaire du locus d’auto-
incompatibilité et de ses régions flanquantes y sont étudiés a travers notamment l'analyse de la
densité en genes, des phylogénies, de I'orientation respective et de la distance séparant les genes, ainsi
que de la teneur en éléments transposables. Le locus S y est en outre comparé a d’autres régions
génomiques impliquées dans le déterminisme du sexe : les chromosomes sexuels chez les plantes ou

les animaux et le locus de type sexuel chez les algues ou les champignons.

Ce chapitre fait I'objet d'un article accepté dans le journal PLoS Genetics : « Contrasted patterns of molecular
evolution in dominant and recessive self-incompatibility haplotypes in Arabidopsis » par Pauline Goubet,
Héléne Bergés, Arnaud Bellec, Elisa Prat, Nicolas Helmstetter, Sophie Gallina, Anne-Catherine Holl, Isabelle

Fobis-Loisy, Xavier Vekemans et Vincent Castric.
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I- ABSTRACT

Self-incompatibility has been considered by geneticists a model system for reproductive biology and
balancing selection, but our understanding of the genetic basis and evolution of this molecular lock-
and-key system has remained limited by the extreme level of sequence divergence among haplotypes,
resulting in a lack of appropriate genomic sequences. In particular, the “key” partner of the system
has proven especially challenging to sequence. In this manuscript, we report and analyze the full
sequence of eleven distinct haplotypes of the self-incompatibility locus (S-locus) in two closely related
Arabidopsis species, obtained from individual BAC libraries. We use this extensive dataset to highlight
sharply contrasted patterns of molecular evolution of each of the two genes controlling self-
incompatibility themselves (the lock and the key) as well as of the genomic region surrounding them.
We find strong collinearity of the flanking regions on each side of the S-locus together with high levels
of sequence similarity. In contrast, the S-locus region itself shows spectacularly deep gene genealogies,
high variability in size and gene organization, as well as complete absence of sequence similarity in
intergenic sequences and striking accumulation of transposable elements. Of particular interest, we
demonstrate that dominant and recessive S-haplotypes experience sharply contrasted patterns of
molecular evolution. Indeed, dominant haplotypes exhibit larger size and a much higher density of
transposable elements, being matched only by that in the centromere. Overall, these properties
highlight that the S-locus presents many striking similarities with other regions involved in the
determination of mating-types, such as sex chromosomes in animals or in plants, or the mating-type

locus in fungi and green algae.

II - AUTHOR SUMMARY

Self-incompatibility is a common genetic system preventing selfing through recognition and rejection
of self pollen in hermaphroditic flowering plants. In the Brassicaceae family, this system is controlled
by a single genomic region, called the S-locus, where many distinct specificities segregate in natural
populations. In this study, we obtained genomic sequences comprising the S-locus in two closely
related Brassicaceae species, Arabidopsis lyrata and A. halleri and we analyzed their diversity and
patterns of molecular evolution. We report compelling evidence that the S-locus presents many
similar properties with other genomic regions involved in the determination of mating-types in
mammals, insects, plants or fungi. In particular, in spite of their diversity, these genomic regions all
show absence of similarity in intergenic sequences, large depth of genealogies, highly divergent
organization and accumulation of transposable elements. Moreover, some of these features were
found to vary according to dominance of the S-locus specificities, suggesting that

dominance/recessivity interactions are key drivers of the evolution of this genomic region.
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III - INTRODUCTION

Sexual reproduction entails the combination of genetic material from different individuals to produce
offspring. Yet in many species mating is not entirely random, being only possible between individuals
with either distinct sexes or distinct mating types (BILLIARD et al. 2011). Sexes or mating types are
typically determined by very distinctive genomic tracts known as sex chromosomes in animals
(BACHTROG 2005; ROsS et al. 2005) and plants (MARAIS et al. 2008; YU et al. 2007), sex-determining loci in
honeybees (HASSELMANN and BEYE 2006), mating-type loci in green algae (FERRIS ef al. 2010;
GOODENOUGH et al. 1995) and fungi (HOOD et al. 2004; LEE et al. 1999; MENKIS et al. 2008; WHITTLE and
JOHANNESSON 2011) or self-incompatibility (SI) loci in plants (BILLIARD ef al. 2011). In spite of the wide
diversity of organisms and types of molecular and genetic systems involved, these genomic regions
typically share several common features. In particular, the genes that directly determine the sexes or
the mating types are often tightly linked, sometimes with a large genomic region containing many
genes, in which recombination is suppressed. Such regions can include most of a chromosome (e.g. the
male-determining region of mammalian Y chromosomes). Recombination suppression in these
genomic regions is typically accompanied by a variety of degeneration signatures (BACHTROG 2005;
HOOD et al. 2004; RICE 1996; SKALETSKY et al. 2005) such as low efficiency of natural selection, low gene

density and accumulation of repeated DNA such as transposable elements (TEs).

At present, a comprehensive understanding of the forces driving evolution of these genomic regions is
still missing (BACHTROG et al. 2011). In particular, two sets of issues remain unanswered. First, the
process by which recombination is suppressed and the shape of the transition between recombining
and non-recombining regions is not known. In sex chromosomes of mammals and those of the plant
Silene latifolia, the level of X-Y divergence increases with increasing distance from the boundary with
the recombining (pseudo-autosomal) region. Recombination suppression is therefore thought to have
occurred in successive and discrete steps (BERGERO and CHARLESWORTH 2009; BERGERO et al. 2008;
CHARLESWORTH et al. 2005; LAHN and PAGE 1999; LAWSON HANDLEY et al. 2004; Ross et al. 2005;
SKALETSKY et al. 2005), possibly involving large chromosomal inversions. Second, the factors
determining the size of the non-recombining region remain poorly understood. In mammals, the size
of the Y chromosome is 37% that of the X (ROsS ef al. 2005; SKALETSKY et al. 2005), while in Silene
latifolia it is 150% that of the X (MARAIS et al. 2008).

Homomorphic self-incompatibility (SI) is a highly relevant genetic system to address these issues. SI
functions to prevent self-fertilization in hermaphroditic plants (DE NETTANCOURT 2001). While
relatively widespread (being present in at least 94 flowering plant families (IGIC and LANDE 2008)),
homomorphic SI has been described at the molecular level in only a handful of taxa (reviewed in (REA
and NASRALLAH 2008; TAKAYAMA and ISOGAI 2005)). The genetics of SI involves a single genomic
region or a small number of regions. All of the few incompatibility loci that have been characterized at

the molecular level contain at least two genes, one expressed in pistils and the other in anthers for
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sporophytic SI; in gametophytic SI systems, the pollen-S gene is expressed in pollen and there are
sometimes multiple genes (KUBO ef al. 2010). These genes encode proteins that physically interact in a
haplotype-specific manner, ultimately allowing normal cross-pollen germination and/or growth
when proteins are produced by haplotypes carrying different specificities, but preventing it when

pollen and pistils express cognate specificities, in particular avoiding self-fertilization.

Evolutionary properties of the genes controlling SI have been studied in several taxa, including the
Brassicaceae, Solanaceae and Papaveraceae species (FRANKLIN-TONG and FRANKLIN 2003; HiscOCk
and MCINNIS 2003). In accordance with negative frequency-dependent selection theory (WRIGHT 1939),
these genes show remarkable evolutionary features. First, the S-locus typically has very high
haplotype diversity, with up to >100 distinct specificities in natural populations within species (see
(CASTRIC and VEKEMANS 2004) for a review). Second, because they are maintained within species for
extended periods of time, these haplotypes show high nucleotide divergence among specificities
within species (CASTRIC et al. 2010) and trans-specific polymorphism between closely related species
(DWYER et al. 1991). Third, to maintain specific recognition, the pollen and pistil genes are expected to
be in strong linkage disequilibrium and hence to constitute co-adapted haplotypic combinations (SATO
et al. 2002). Indeed, recombination between the two component genes would disrupt specific
recognition, leading to self-compatible haplotypes (CASSELMAN et al. 2000; KAWABE et al. 2006). Several
studies in different SI systems confirmed that recombination among haplotypes in the S-locus is
highly infrequent (CASSELMAN et al. 2000; CASTRIC et al. 2010; CHARLESWORTH and AWADALLA 1998;
KAWABE et al. 2006; VIEIRA et al. 2003), and consequently that pollen and pistil genes are expected to
follow the same evolutionary history. Fourth, in species whose SI system is sporophytic (DE
NETTANCOURT 2001), complex dominance relationships have been described among S-haplotypes
controlling both pollen and pistil phenotypes (KUSABA et al. 2002). Sporophytic SI has been described
at the molecular level in a single family, the Brassicaceae. In both Brassica and Arabidopsis, the
dominance relationships among haplotypes are partly related to their phylogenetic distance, with
roughly four different classes in A. Iyrata, corresponding to four phylogenetic groups (PRIGODA et al.
2005) and two dominance classes in Brassica corresponding to two phylogenetic groups (HATAKEYAMA
et al. 1998; UYENOYAMA 1995). In line with theoretical expectations (BILLIARD et al. 2007; SCHIERUP et al.
1997), dominant and recessive S-haplotypes appear to experience contrasted evolutionary dynamics
(CASTRIC et al. 2010). In particular, recessive haplotypes occur at higher frequency and may form
homozygote combinations between distinct gene copies of a given S-allele, which may allow for the

possibility of recombination in the absence of large sequence divergence (CASTRIC et al. 2010).

Because of linkage to the targets of negative frequency-dependent selection, the surrounding genomic
region is also expected to show deeper coalescence than the genomic background, and parting high
sequence divergence among haplotypes (SCHIERUP et al. 2001). The physical extent of this genomic

region is potentially large, in inverse proportion to the extent of local recombination restriction within
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the S-locus. Analysis of the S-locus in different species belonging to different SI systems confirmed
that this genomic region is indeed highly heteromorphic in terms of sequence similarity among
haplotypes (ENTANI et al. 2003; SHIBA et al. 2003; TANG et al. 2007; TOMITA et al. 2004; WHEELER et al.
2003). However detailed analyses of the patterns of molecular evolution in the S-locus region are
lacking because full sequences of the region are available in just a handful of haplotypes and in a few
taxa belonging to different SI systems. In the best documented SI system, that of the Brassicaceae,
twelve S-haplotypes were sequenced in the cultivated species of the Brassica genus (CUI et al. 1999;
FUIIMOTO et al. 2006; FUKALI et al. 2003; KIMURA et al. 2002; SHIBA et al. 2003; SUZUKI et al. 1999; TAKUNO
et al. 2007). However, many of these sequences lack the flanking regions, hence preventing
comparative analysis. In addition, three haplotypes of the S-locus were sequenced in A. thaliana, one of
which is a recombinant haplotype between two of the three main haplogroups currently segregating
in the species (SHERMAN-BROYLES et al. 2007; TANG et al. 2007; THE ARABIDOPSIS GENOME INITIATIVE
2000). However, although the breakdown of SI is arguably recent in A. thaliana (BECHSGAARD et al.
2006), the three available sequences encode for non-functional haplotypes and may have decayed
substantially, especially in light of the rapid genomic changes that occurred since the split with A.
lyrata (HU et al. 2011). Only five haplotypes from natural populations have been sequenced in
Brassicaceae with functional SI, all from Arabidopsis lyrata (BOGGS et al. 2009a; GUO et al. 2011; KUSABA
et al. 2001). Additionally, two haplotypes carrying non-functional specificities were also reported and

sequenced in this species (GUO et al. 2011).

Here, we obtained full sequences for a sample of 11 S-haplotypes from natural populations of A. halleri
and A. lyrata, comprehensively distributed across the four phylogenetic classes described in these
species. We first used these data to determine accurately the boundaries of the non-recombining S-
locus region and evaluated its extent, by studying the breakdown of sequence similarity and changes
in inter-haplotype phylogenetic patterns at the interface between the flanking regions and the S-locus.
We then investigated patterns of variation among haplotypes in the genomic distance between SCR
and SRK, in their relative orientation, and in the occurrence of additional ORFs or pseudogenes. We
compared in particular the complement of transposable elements across haplotypes and asked
whether the contrasted evolutionary processes acting on dominant and recessive haplotypes had left
different molecular signatures. Finally, we took advantage of the complete haplotypic combinations of
the two component genes SCR and SRK in A. lyrata and A. halleri to investigate their pattern of co-

divergence in natural populations.

IV - RESULTS

The genomic sequences of seven A. halleri and four A. lyrata S-locus haplotypes were obtained through

sequencing of 14 bacterial artificial chromosome (BAC) clones extracted from 10 individual genomic
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from the sequence, and their locations are indicated by an asterisk.
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libraries. Libraries were screened with probes from the two genes immediately flanking the S-locus
region (U-box and ARK3). Positive clones were checked using BAC-end sequencing and further
validated by PCR targeted on SRK sequences using haplotype-specific primers (LLAURENS ef al. 2009a).
Full BAC sequences were then obtained using 454 pyrosequencing technology. Because of the large
sequence divergence among haplotypes, individual sequencing reads were assembled de novo,
resulting in two to nine large contigs for each clone, with an average clone size of 98 kb and mean
coverage of 57X. Attempts to increase coverage did not eliminate the gaps, suggesting that they may
contain repetitive sequences. We thus used long-range PCR to validate the proposed assemblies,
focusing on gaps interrupting SCR or SRK sequences (AhSRK15, AISRK01, AISCR39 and AhSCR03). All
these PCR amplifications succeeded, and contigs carrying different exons of SCR or SRK were thus
confirmed to be consecutive. Detailed characteristics of the BAC clone sequences are reported in Table

S1.

A - RECOMBINATION SUPPRESSION AND THE BOUNDARIES OF THE S-LOCUS

To determine the precise location of the boundaries of the S-locus region, we compared sequences
from twelve S-locus haplotypes (additionally including the reference haplotype Al13 from the A. lyrata
full genome sequence (HU et al. 2011)) using the VISTA software (MAYOR et al. 2000), looking for a
transition in the levels of sequence similarity among haplotypes. As shown in Figure 1 and Figure S1,
the percentage of sequence conservation between haplotypes is fairly high in flanking regions on both
sides of the S-locus, but plummets very sharply between about 300 bp upstream of the starting codon
of the U-box on one side and near the stop codon of ARK3 on the other side. Hence, we define the S-
locus as this region of very low similarity lying between these two breakpoints. Synteny is remarkably
well conserved outside the S-locus region, except for the presence or absence of some transposable
elements in intergenic regions (which were removed from the reference sequence in Figure 1 for
clarity). High sequence similarity among haplotypes and high collinearity of flanking genes in the
region outside of the S-locus suggest that recombination among haplotypes does occur outside the
region delimited by these breakpoints. Additional evidence comes from the observation that elevated
diversity, as expected for neutral sites linked to sites under balancing selection (SCHIERUP et al. 2001),
is only apparent for the two immediately flanking genes (the U-box and ARK3), while levels of
synonymous nucleotide diversity are comparable with that of the genomic background (= 2%, (Ross-
IBARRA et al. 2008; RUGGIERO et al. 2007)) for all genes located further away on the chromosome (Figure
52). In contrast, within the S-locus, sequence similarity is almost completely lacking, the only notable
exceptions being the seven exons of SRK and some transposable elements of the same family.
Interestingly, a pseudogenized partial duplicate of the ARK3 gene (from the end of the first exon to the
end of the gene) is found within the S-locus in three different haplotypes: Al01, Ahl5 and Ah43. These
partial duplicates of ARK3 within the S-locus region could be responsible for the observation by

Hagenblad et al. (2006) of the occurrence of a pseudogenized paralog of ARK3 in some haplotypes,
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including one carrying allele Al01 at SRK. A similar partial duplicate sequence of ARK3 was found in
the S-locus region of the recombinant C24 haplotype of A. thaliana, and it was hypothesized that this
motif acted as the recombination breakpoint between the two common haplotypes A and C
(SHERMAN-BROYLES et al. 2007). Interestingly, the duplicated ARK3 sequences in Al01, Ahl5 and Ah43
are more similar to ARK3 gene copies present in haplotypes other than their own (Figure S3).
Assuming that this second copy initially originated through gene duplication from the same
chromosome, this observation implies that inter-haplotype recombination does occur at the genomic
position of this gene, and hence supports our conclusion that ARK3 indeed lies outside the non-
recombining region. Moreover, while the partial duplicates of ARK3 in Ahl5 and Ah43 are closely
related, that of Al01 is not phylogenetically close, suggesting at least two independent duplication

events.

B - THE S-LOCUS HAS LOW GENE DENSITY AND SHOWS IMPORTANT STRUCTURAL REARRANGEMENTS

Annotation of the S-locus region revealed only the two incompatibility genes, SCR and SRK, plus TEs
(see below). A single copy of SCR and of SRK was found in each haplotype, whereas a previous study
(KusaBA et al. 2001) described two copies of SCR in one haplotype from A. lyrata (Al20). Multiple gene
copies are therefore the exception rather than the rule in the S-locus of Arabidopsis. Sequencing of the
206.7 Mb A. lyrata genome predicted 32,670 genes (HU et al. 2011), i.e. approximately 0.16 genes per kb.
With only two genes in about 60 kb, the S-locus appears to have very low gene density (ca. 4.8 times
lower than the genomic background). Striking differences in the timescales of gene genealogies for the
S-locus genes SCR and SRK as compared to the flanking genes were observed (Figure 2), with much
deeper genealogies for SCR and SRK, as expected for genes under strong frequency-dependent
selection (VEKEMANS and SLATKIN 1994). Moreover, the gene genealogies of SCR and SRK (Figure 2)
were found to be more congruent than expected by chance (lcong = 1.53; P-value = 0.0014 (DE VIENNE et
al. 2007)). Specifically, the phylogenetic classes defined based on SRK sequences (PRIGODA et al. 2005)
(class I: Al01; class II: AhO3, Ah28, Al18 and All4; class III: Al13; class IV: all other haplotypes), are
perfectly conserved in the SCR tree.

In contrast, the phylogenetic relationships among haplotypes were strikingly different for the flanking
genes (Figure S4), as reported for haplotypes of the U-box and the ARK3 genes in A. thaliana
(TSUCHIMATSU et al. 2010). Indeed, in our dataset gene genealogies of the flanking genes tend to cluster
according to species overall, rather than to S-locus phylogenetic classes. This further supports the
conclusion that the non-recombining region is confined to the S-locus and is determined by the two

breakpoints identified based on sequence similarity.

The S-locus region is variable in size across haplotypes, spanning from 31 kb (haplotype Al14) to
110 kb (haplotype Ah15) with an average size of 62 kb. Given that sequences from the S-locus of
haplotypes Ah03, Ahl3 and Ah43 are incomplete, these estimates are lower bounds. Also, several
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Table 2. Description of the different haplotypes.

Haplotype Phylogenetic class  Size of the S-locus ~ SCR - SRK distance
Al01 I 42 614 2906
All4 I 30 909 86712
Al18 I 65 495 12227
Ah03 I 34 512 742
Ah28 I 87 805 25748
All3 I 37013 1752
Al39 1Y 55787 6 601
Ah13 1Y 73 401 17 028
Ahl5 1\Y 109 864 618
Ah20 v 56 764 3 6362
Ah32 1\Y 52987 1974
Ah43 IV 93 791 4147

2 Because of the uncertainty on the orientation of some contigs, the indicated distance is the minimum
distance between SCR and SRK.
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libraries that we constructed could not be exploited because no single clone showed both flanking
genes used for screening, suggesting that the S-locus haplotypes they contain may have been larger
than the average 100 kb typical of the BAC clones in our libraries. With an average size of 74 kb,
haplotypes from SRK phylogenetic class IV are generally larger than haplotypes from classes I to III,
showing an average size of 50 kb (Table 2). Figure 3 summarizes the gene organization within the S-
locus and includes data from Kusaba ef al. (2001), Boggs et al. (2009a) and Guo et al. (2011). Globally,
we found that gene organization within the S-locus is highly variable with regard to both the relative
orientation of SCR and SRK (tail-to-tail, head-to-head or in the same direction) and the distance
separating them (from less than 1kb to about 26 kb; Table 2). These patterns also vary among
haplotypes within each of the SRK phylogenetic classes, with the exception of class II haplotypes
showing mostly SCR and SRK oriented tail-to-tail and a location of SRK consistently very close to the
flanking gene ARK3 in head-to-head orientation. Strikingly, these class II haplotypes were already
reported to show common features that distinguish them from other phylogenetic classes
(CHARLESWORTH et al. 2003; PRIGODA et al. 2005). We found here that the strong sequence similarity
previously noted in the kinase domain of these haplotypes (CHARLESWORTH et al. 2003) is extended to
the whole intergenic region (about 900 bp in length) between SRK and ARK3 (Figure S5), in contrast to
comparisons with other classes of haplotypes or between classes (Figure S1). Interestingly, this same
intergenic region is also conserved between class Il haplotypes and haplotypes Ahl5 and Ah43, two of
the three haplotypes carrying a pseudogeneized duplicated copy of ARK3. This observation strongly
suggests that the duplication involved a recombination event between these haplotypes and a class II
haplotype. Interestingly, while (GUO et al. 2011) suggested that haplotypes AI38 and AI50 lack the
second exon of the SCR gene, we were able to detect the second exon upon closer examination
applying the same approach than in our own data, suggesting that these haplotypes are indeed

functional.

C - INVASION BY TRANSPOSABLE ELEMENTS AND THE EFFECT OF DOMINANCE

Transposable elements annotation with the CENSOR (KOHANY et al. 2006) and PLOTREP (TOTH et al.
2006) programs revealed a strong density and diversified complements of TEs in the S-locus, with a
representation of most families known in the A. thaliana genome (detailed annotation and a complete
list of TEs for each haplotype are shown in Figure S6 and Table S2). In order to determine whether
these observations are uncommon in the genomic background, we also used CENSOR (KOHANY et al.
2006) to estimate TE density along the A. lyrata genome divided in non-overlapping windows of
100 kb. Variation of TE density along chromosome 7 confirmed that the TE density of the S-locus
sharply departs from its chromosomal background, being matched only by the centromeric region
(Figure 4, and Figure S7 for the other chromosomes). This difference is not due to an invasion by a
single class of TEs, since the quantitative difference in density was observed for most TE families

(Figure 5).
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While most haplotypes have higher TE density than the genomic background, there is striking
variability in TE density among haplotypes. Indeed, TE density depends on SRK phylogenetic classes,
which are themselves associated with dominance with higher density in the more dominant
haplotypes (Figures 6A and 6B). Since levels of dominance are in turn expected to correlate with S-
haplotype frequency in natural populations (SAMPSON 1974; SCHIERUP et al. 1997), we plotted TE
density against haplotype frequency, as estimated from S-locus genotype surveys in A. lyrata
(SCHIERUP et al. 2008) and A. halleri (P. Goubet et al. unpublished data). We find that variation in TE
density is even better captured by haplotype frequencies, with rare haplotypes being more enriched in

TEs than more frequent haplotypes (Figure 6C).

V - DISCUSSION

Our results confirm that the S-locus in A. halleri and A. lyrata differs significantly from its genomic
background in several respects: gene density is particularly low, gene genealogies are much deeper as
compared to the flanking genes, gene order and orientation vary extensively, sequence similarity
among haplotypes in intergenic sequences is completely lacking and the density of transposable
elements is particularly elevated, being matched only by that in the centromere. Most of these
properties are shared with many genetic systems controlling patterns of mating such as sex

chromosomes, sex-determining loci or mating-type loci.

A - SIZE OF GENOMIC REGIONS INVOLVED IN MATING-TYPE DETERMINATION

The S-locus and its flanking regions had strikingly contrasted patterns of sequence conservation
among haplotypes. This result is in line with two previous investigations comparing three and five
haplotypes in A. thaliana (TANG et al. 2007) and A. lyrata (GUO et al. 2011) respectively. Based on a more
extensive collection of S-haplotypes, we could precisely map the breakdown of synteny to two narrow
regions very close to the 5' or 3' ends of the coding regions of the flanking genes U-box or ARK3,
respectively. Using this objective criterion to define the S-locus itself, we find that the S-locus has an
average size of 62 kb, ranging from 31 to 110 kb among haplotypes, much larger than the average
distance of 7 kb between the two S-locus genes, SCR and SRK, ranging from 1kb to 26 kb. An
orthologous sporophytic SI system occurs in the genus Brassica, although the S-locus is located in a
different genomic region than in Arabidopsis. Based on the available sequences of four B. rapa
haplotypes (FUKALI et al. 2003; TAKUNO et al. 2007) and using a similar criterion to define the S-locus we
determined that the size of the S-locus was somewhat lower than in Arabidopsis, ranging from 28 to
more than 60 kb. In contrast, the distance separating SCR and SRK was less variable, ranging from 2 to
11 kb. In Brassica, however, the S-locus generally comprises a third gene, SLG which is a paralog of
SRK lacking the kinase domain, and the overall region comprising these three genes ranged from 23 to

43 kb. In Ipomoea trifida (Convolvulaceae), which also exhibits sporophytic SI but of a different
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molecular nature, the S-haplotype-specific divergent regions between the only two sequenced
haplotypes (S1 and S10) span 50 and 34kb, respectively (RAHMAN et al. 2007). In the gametophytic SI
system of Prunus dulcis and P. mume (Rosaceae), the S-locus was estimated as being a divergent
genomic region of about 70 kb (USHIIMA et al. 2001) and 15 to 27 kb (ENTANI et al. 2003), respectively.
In Antirrhinum hispanicum (Plantaginaceae), the distance between the two component genes of
haplotype S; is 9 kb (ZHOU et al. 2003). However, a major difference between the S-locus of the
Brassicaceae and that of the Plantaginaceae and Solanaceae is that in the latter the pollen phenotype
can be encoded by different members of the gene family to which the male determinant belongs, so
that the S-locus comprises more than two genes (KUBO ef al. 2010), making this comparison tricky.
Overall, in spite of the large diversity of species and molecular mechanisms involved in the different
SI systems, the size of S-loci seems to be fairly constant across taxa, ranging from 27 to about 110 kb,

with Arabidopsis species apparently in the upper part of the range.

Beyond the comparison with S-loci of other plants, the size of the S-locus can also be compared with
that of the mating-type loci in fungi or green algae. In the basidiomycete Cryptococcus neoformans, sex
determination is controlled by a locus including genes encoding a pheromone and its receptor.
Haplotypes of this mating-type locus, a and a, represent a genomic region of approximately 105 to
130 kb (LENGELER et al. 2002), hence slightly larger than the S-locus in A. halleri and A. lyrata. In
another basidiomycete, Ustilago hordei, the mating-type locus consists of a single region comprising
two complexes, a and b, between which recombination is suppressed. The distance between these two
complexes was estimated to be 500 kb and 413 kb in the MAT-1 and MAT-2 strains, respectively (LEE
et al. 1999). In the ascomycete Neurospora tetrasperma, the non-recombining region comprising the
mating-type locus covers 78.4 % of the chromosome length, i.e. 6.9 Mbp (MENKIS et al. 2008). In green
algae, the mating-type locus of the unicellular Chlamydomonas reinhardtii consists of a highly
rearranged 200-kb region (FERRIS et al. 2002) while that of the multicellular Volvox carteri is about
500 % larger and contains many ORFs. Interestingly, C. reinhardtii is an isogamous species with two
morphologically undistinguishable mating-types (GOODENOUGH et al. 1995) while V. carteri shows
morphological differentiation between the mating-types, suggesting the general conclusion that
genomic regions involved in mating-type systems that are not associated with morphological
differences between mates may span smaller genomic regions. In other words, the accumulation of
genes with a role in expression of the morphological differences between mating-types (FERRIS et al.
2010) may contribute to some extent to the variation in size of the mating-type locus, in addition to
transposable elements and non coding DNA accumulating in these regions. Because in homomorphic
SI, the mating-types are not associated with morphological differences, the S-loci may retain an

apparently smaller size.
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B - STRUCTURAL REARRANGEMENTS, YET SHARED EVOLUTIONARY HISTORY BETWEEN SCR AND SRK

Only six sequences of SCR were already described in Arabidopsis because of the difficulty of finding
conserved regions to perform PCR amplifications (BOGGs et al. 2009a; BOGGS et al. 2009b; GUO et al.
2011; KusABA et al. 2001; TSUCHIMATSU et al. 2010). Our important sequencing effort of the S-locus
region resulted in the successful identification of full SCR sequences in ten new S-haplotypes in A.
halleri and A. lyrata and only the second exon of SCR in one haplotype (haplotype Ah43, for which we
could not obtain the full S-locus sequence), along with their cognate SRK partner. These results do not
support the hypothesis of existence of non-functional haplotypes carrying only partial SCR sequences,
as proposed by Guo et al. (2011), as we were able to localize the missing coding sequence for their two
putative non-functional haplotypes when applying the ALN (GOTOH 1982) software fed with all
known SCR sequences. Congruence of SCR and SRK phylogenies reflects the coevolution necessary to
maintain the specific SCR-SRK protein-protein recognition, and clearly indicates that recombination
between the two SI genes has been precluded. Comparison of phylogenies between SCR and the S
domain of SRK was already investigated by Sato et al. (2002) for twelve haplotypes in Brassica oleraceae.
They found that the hypothesis of an identical topology for the two trees was not rejected. Edh et al.
(2009a) also compared SCR and SRK phylogenies in Brassica rapa, Brassica oleraceae and Brassica cretica
class II haplotypes, but congruence between topologies could not be clearly demonstrated, perhaps as
a consequence of the concerted evolution of the SLG and SRK genes within haplotypes, or of the more
recent history of diversification within the class II lineage. In contrast, in the ascomycete Neurospora
(HALL et al. 2010), the non-self recognition system is controlled by two tightly linked genes, hef-c and
pin-c. In agreement with our results in the S-locus, congruence was found between topologies of the
phylogenies of these two genes, but not with those of the flanking genes. When more SCR/SRK

sequences become available, it will be interesting to study in more details the co-evolutionary process.

Based on the study of nine haplotypes in A. thaliana, A. lyrata and Capsella rubella, Guo et al. (2011)
proposed that head-to-head orientation of SCR and SRK, with SCR at U-box side and SRK at ARK3
side, was the ancestral orientation in the Arabidopsis/Capsella lineage. However, the lack of conserved
orientation pattern in our results based on a much larger number of haplotypes suggests that, in spite
of the shared evolutionary history of SCR and SRK, the S-locus has experienced a history of frequent
inversions and genomic rearrangements. At this stage, we argue that ancestral orientation cannot be
deduced. Strong structural variation among haplotypes seems to be a common feature of S-loci (FOBIS-
LOISY et al. 2004) and genomic rearrangements, particularly inversions, are known to be frequent in
low recombination regions such as in sex chromosomes of mammals (LEMAITRE et al. 2009; ROSs et al.
2005; SKALETSKY et al. 2005) and plants (BERGERO et al. 2008) or in the mating-type locus of green algae
(FERRIS ef al. 2002). Evidence of gradual suppression of recombination was found in sex chromosomes,
with formation of evolutionary strata (BERGERO and CHARLESWORTH 2009; BERGERO et al. 2008;

CHARLESWORTH et al. 2005; LAHN and PAGE 1999; LAWSON HANDLEY et al. 2004; R0OsS et al. 2005;
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SKALETSKY et al. 2005). These strata, composed of genes which stop recombining and therefore start
diverging at the same time, are thought to have been caused by large inversions in the non-
recombining sex chromosome (LAHN and PAGE 1999). Like in sex chromosomes, inversions in the S-
locus could have contributed to the reduction in recombination among haplotypes. However, no
discrete strata in levels of divergence among haplotypes could be identified, as the proportion of

sequence similarity changes abruptly to zero within the S-locus region.

C - TRANSPOSABLE ELEMENTS ACCUMULATION IN SEX-DETERMINING REGIONS

Our results show that transposable elements are a major component of the S-locus region, as
previously noted in other taxa (FUJIMOTO et al. 2006; TOMITA et al. 2004; WHEELER et al. 2003). They
were firstly analyzed on a wide scale and their density was found to be higher in most haplotypes
than in the genomic background. Such accumulation has already been observed in other genomic
regions involved in mating-type and gender determination, and is not exclusive to the S-locus.
Bachtrog (2005) investigated four regions of the neo-sex chromosomes, containing homologous gene
pairs, in Drosophila miranda. In each case, the neo-Y showed several transposable elements insertions
that were absent from the neo-X. Similarly, Marais et al. (2008) analyzed genetic degeneration of the Y
chromosome in Silene latifolia, by examining seven sex-linked genes. Comparison of Y-linked genes
and their X-linked homologs provided evidence that some of the Y-linked genes showed higher intron
sizes, due to the accumulation of transposable elements. In the mating-type locus of the basidiomycete
Ustilago hordei, sequencing of one of the two haplotypes, MAT-1, revealed that this genomic region
was particularly rich in both retroelements and repetitive DNA compared to U. maydis, in which the a
and b complexes are unlinked (BAKKEREN et al. 2006). Similarly, the chromosome carrying the mating-
type locus in the fungus Microbotryum violaceum was found to be enriched in transposable elements as
compared to autosomal chromosomes (HOOD et al. 2004). In A. thaliana, Wright et al. (2003) compared
the transposable elements accumulation in chromosome arms and in low-recombining regions
surrounding the centromeres, i.e. centromeres, pericentromeric regions and heterochromatic knobs.
These regions of reduced recombination were shown to exhibit greater TE copy numbers than
chromosome arms, particularly for Gypsy retrotransposons and EnSpm transposons. Interestingly,
our results showed that precisely these two TE families present densities twice higher in the S-locus
than in the overall genome of A. lyrata, suggesting that the increased TE density noticed in the S-locus

is effectively linked to the restricted recombination.

D - TE ACCUMULATION: DRIVEN BY RECOMBINATION SUPPRESSION AND MUTATIONAL HAZARD?

Strikingly, we found that not all haplotypes present the same TE coverage, with dominant S-
haplotypes (SRK phylogenetic classes III and IV) having higher TE density than those belonging to
recessive classes (I and II). Two hypotheses can be proposed to explain this pattern. Firstly, this

heterogeneity could be related to variation among haplotypes in the frequency of recombination in the
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data concern 12 icelandic populations (SCHIERUP et al. 2008) and A. halleri data concern 39 european populations (unpublished data).
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S-locus region. Indeed, a previous work revealed signatures of intragenic recombination in SRK in S-
haplotypes belonging to recessive classes I and II only (CASTRIC et al. 2010). It was suggested that such
recombination events occurred in individuals carrying two copies of the same functional S-haplotype,
a feature that is more probable for recessive haplotypes, which are predicted to have high frequencies
in natural populations (SCHIERUP et al. 1997). Our observation that the density of TEs is inversely
related to haplotype population frequency also suggests that recombination, occurring only for the
most common recessive haplotypes, plays an active role in preventing TEs accumulation in the S-
locus. However, haplotype frequency also determines the effective population size of S-locus gene
copies (VEKEMANS and SLATKIN 1994), and S-haplotypes are known to reach different frequencies
according to their dominance level. For example, in A. lyrata, the frequency of the most recessive
haplotype was 12.75 times higher than that of the most dominant haplotypes in Icelandic natural
populations (SCHIERUP ef al. 2008). This suggests the non-exclusive explanation that genetic drift,
stronger in low-frequency dominant haplotypes, determines the degree of TE accumulation, in
agreement with the mutational-hazard model of Lynch and Conery (LYNCH and CONERY 2003). We
argue that such differences in recombination and/or in level of genetic drift, and hence differences in
accumulation of TEs, may be an important source of variation of the size of the S-locus among
haplotypes. Sex-chromosomes in mammals also feature such differences in opportunities for
recombination and in effective population size (HELLBORG and ELLEGREN 2004). Our study shows that
recessive S-haplotypes tend to behave as the X chromosome and dominant haplotypes as the Y

chromosome.

VI - METHODS

A - CONSTRUCTION OF BAC LIBRARIES

High Molecular Weight (HMW) DNA was prepared from young leaves of six A. halleri and four A.
lyrata haplotypes. For each extraction, approximately 20 grams of frozen leaf tissue was ground to
powder in liquid nitrogen with a mortar and pestle used to prepare megabase-size DNA embedded in
agarose plugs. HMW DNA of the various genotypes was prepared as described by Peterson ef al.
(2000) and modified as described in (GONTHIER et al. 2010). Embedded HMW DNA was partially
digested with HindlIll (New England Biolabs, Ipswich, Massachusetts), subjected to two size selection
steps by pulsed- field electrophoresis, using a BioRad CHEF Mapper system (Bio-Rad Laboratories,
Hercules, California), and ligated to pIndigoBAC-5 HindIll-Cloning Ready vector (Epicentre
Biotecnologies, Madison, Wisconsin). Pulsed-field migration programs, electrophoresis buffer, and

ligation desalting conditions were performed according to (CHALHOUB et al. 2004).

To evaluate the average insert size of each library, BAC DNA was isolated from about 384 randomly

selected clones in each library, restriction enzyme digested with the rare cutter Notl, and analyzed by
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Pulsed-Field Gel Electrophoresis (PFGE). All fragments generated by Notl digestion contained the 7.5
kb vector band and various insert fragments. Analysis of the insert sizes from the various BAC
libraries showed a mean insert size comprised between 80 kb and 175 kb. Since the haploid genome of
A. lyrata and A. halleri is estimated around 230 Mb and 250 Mb respectively, we picked the number of

BAC clones required to obtain a library coverage of 5 genome equivalents.

B - BAC LIBRARIES SCREENING

High-density colony filters were prepared from all the nine BAC libraries constructed using a robotic
workstation QPix2 XT (Genetix). BAC clones were spotted in double using a 5x5 or 6x6 pattern onto
22x22 cm Immobilon-Ny+ filters (Millipore Corporate, Billerica, Massachusetts). On each filter, 27 648
to 41 472 unique clones were spotted in duplicate, and clones were grown at 37°C for 17 h. Filters were
then processed as follows: (1) denaturation on Whatman paper soaked with a solution of 0.5M NaOH
and 1.5M NaCl for 4 min at room temperature, and for 10 min at 100°C, (2) neutralization on
Whatman paper soaked with 1M TrisHCI pH 7.4, and 1.5M NaCl for 10 min, incubation in a solution
of 0.25 mg/mL proteinase K (Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri) for 45 min at 37°C, baking for 45 min
at 80°C, and (3) fixation by UV on a Biolink 254 nm crosslinker (Thermo Fischer Scientific, Waltham,
Massachusetts) with an energy of 120,000 pJoules. Radiolabelling of probes and hybridization of the
filters were performed as described in (GONTHIER et al. 2010). Hybridized filters were imaged with a
Storm 860 Phosphorlmager (GE Healthcare, Little Chalfont, UK), and analyses were performed using
the HDFR software (Incogen, Williamsburg, Virginia). Positive BAC clones detected by hybridization
were validated individually by PCR amplification using the primer pairs used for probes synthesis

(Table S3), and visualisation of PCR products after agarose gel electrophoresis.

C - SEQUENCING

A total of thirteen BACs were sequenced at Genoscope. Two other clones (containing haplotypes AI39
and Ah43) were sequenced at CNRGYV and a last one (containing the haplotype Al14) was sequenced
by the society Beckman Coulter Genomics SA. All clones were sequenced using a 454 multiplexing
technology on Titanium sequencer version (www.roche.com). Assemblies were performed by
Newbler (www.roche.com) and only contigs representing the extremities of the BACs were organized

at this step.

D - SEQUENCE FINISHING

BAC sequences were obtained in two to nine contigs. Suggestion of orientation was provided with
assembly for some sequences, but in most cases, only the first and last contigs were oriented. The
relative order and orientation of other contigs were therefore unknown. When exons of SCR or SRK

were in two different contigs (i.e. haplotypes Al01 and Ah15 for SRK, Ah03 and Al39 for SCR), primers
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were defined with Primer3 (ROZEN and SKALETSKY 2000) on both contigs and PCR were performed in

order to confirm the contiguity of the two contigs.

E - SEQUENCE ANNOTATION

Annotation of BAC sequences was performed using two programs of gene structure prediction with
Arabidopsis parameters, FGENESH (SALAMOV and SOLOVYEV 2000) and GENSCAN (BURGE and
KARLIN 1997). FGENESH has the advantage of being more accurate in detecting Arabidopsis genes but
GENSCAN is more sensitive. Detected ORFs were blasted using BLASTX (GISH and STATES 1993) and
the obtained proteins were then aligned on BAC sequences with SPALN (GOTOH 2008) and
FGENESH+ (SALAMOV and SOLOVYEV 2000) softwares. Because of its high nucleotide diversity, SCR
was rarely detected by these two programs. Known SCR proteins were thus aligned on BAC
sequences using the semiglobal alignment procedure implemented on ALN (GOTOH 1982), which is
more sensitive than SPALN and FGENESH+. Results of this analysis were then examined by eye in
order to find the SCR gene and the typical cystein residues of its protein. Transposable elements were
annotated with CENSOR (KOHANY et al. 2006) using the A. thaliana repetitive elements [v16.02]
database of Repbase Update (JURKA et al. 2005). Results were then filtered and defragmented with
PLOTREP (TOTH et al. 2006), using a minimum coverage of merged fragments of 10 %.

F - COMPARISON OF SEQUENCES AND PHYLOGENETIC ANALYSIS

The full BAC sequences were aligned and compared using the “glocal” alignment procedure (BRUDNO
et al. 2003) implemented in VISTA (MAYOR et al. 2000). This kind of alignment is able to detect
rearrangements and inversions in sequences, and is particularly appropriate for divergent regions like
the S-locus. Protein sequences of genes were aligned with CLUSTALW (THOMPSON et al. 1994).
Alignments were then manually adjusted and phylogenetic trees were constructed with a Minimum

Evolution (ME) analysis using MEGA version 5 (TAMURA et al. 2011).

G - ANALYSIS OF THE TRANSPOSABLE ELEMENTS CONTENT

A PERL script was developed to compare TE density between the twelve S haplotypes and the
A. lyrata genome. CENSOR (KOHANY et al. 2006) was used in local on BAC sequences, excluding the S-
locus flanking regions, and on non-overlapping windows of 100 kb along the eight chromosomal

sequences of the A. lyrata genome version Aralyl (http:/ / genome.jgi-

psf.org/Aralyl/Aralyl.download.html (HU ef al. 2011)). Densities were thus calculated for each
transposable elements family in the A. lyrata genome and in the S-locus, according to the classification

in Kapitonov and Jurka (2008).
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CHAPITRE 1II - RUPTURE DE L’AUTO-
INCOMPATIBILITE CHEZ ARABIDOPSIS THALIANA

Contrairement a ses deux especes sceurs A. halleri et A. lyrata, A. thaliana est une espece auto-
compatible, ce qui implique qu’elle ait perdu son systeme d’auto-incompatibilité au cours de son
histoire. Cette différence de systeme de reproduction se retrouve notamment au niveau du nombre
d’haplotypes au locus S. En effet, alors que trente a quarante haplogroupes sont connus chez A. lyrata
et A. halleri (CASTRIC et al. 2008), seules trois anciennes spécificités ont été identifiées chez A. thaliana

(SHIMIZU et al. 2004) : I'haplogroupe A, I'haplogroupe B et 'haplogroupe C.

Trois séquences génomiques comprenant la région du locus S chez A. thaliana ont a ce jour été publiées

dans la littérature :

- Col-0, un haplotype A provenant d'une accession allemande dont le génome a été le premier

génome de plante entierement séquencé (THE ARABIDOPSIS GENOME INITIATIVE 2000).
- Cvi-0, un haplotype B provenant d'une accession du Cap Vert (TANG et al. 2007).

- C24, provenant d'une accession portugaise et proposé comme étant un recombinant entre

deux haplotypes appartenant aux haplogroupes A et C (SHERMAN-BROYLES et al. 2007).

L’accession marocaine Ita-0, dont la région génomique comprenant le locus S fait partie de nos
données séquencées, posséde un haplotype C. Ainsi, 'obtention d'un haplotype du seul haplogroupe
principal a n’avoir pas encore été séquencé constitue un enjeu majeur dans la comparaison des
différentes spécificités d’A. thaliana, ainsi que dans la confirmation de I'évenement de recombinaison
ayant abouti a I'haplotype C24. De plus, les trois haplogroupes principaux d’A. thaliana étant
maintenant disponibles, une analyse de leur distribution en population naturelle a également pu étre

intégrée a cette partie, permettant d’étudier les patrons de dégénérescence d'un locus d’auto-

incompatibilité apres la rupture du systeme.

Ce chapitre fait I'objet d'un article en préparation : « Analysis of a reference sequence of haplogroup C of the

Arabidopsis thaliana self-incompatibility locus and implications for the evolution of self-compatibility ».
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I- ABSTRACT

Self-incompatibility (SI) is a common genetic system preventing selfing in hermaphroditic plants
through recognition and rejection of self pollen. This genetic system is controlled by a genomic region,
called the S-locus, at which a large number of haplotypes are typically maintained by negative
frequency-dependent selection. Paradoxically, while selfing is commonly considered as an
evolutionary dead-end, the evolution from outcrossing to selfing is one of the most prevalent
transitions in the flowering plants. Arabidopsis thaliana is an autogamous species, which has lost SI as a
result of several independent disrupting mutations. In contrast with its close relatives with functional
SI A. halleri and A. lyrata, only three divergent S-haplogroups were identified in A. thaliana. Full
sequences from only two of these haplogroups and from one recombinant haplotype were obtained
previously and analyzed. Here, we obtained a sequence from the third haplogroup through full
sequencing of a BAC clone from an individual library. Examination of this sequence revealed
apparently intact coding sequences of the two interacting self-incompatibility genes, SCR and SRK,
suggesting that the breakdown of SI in this haplogroup was due to mutation in non-coding regions of
these genes or at another locus. We then took advantage of this complete set of S-haplogroup
sequences to assemble the whole S-locus genomic region of a set of 107 north-European accessions by
mapping on these templates the raw reads from the 1001 A. thaliana genomes project. We compared
the structure of the S-haplotypes across accessions, in particular focusing on the identification of
recombination events. We found that recombinants were strikingly frequent in natural populations

(40 %) and proposed a scenario for the degeneration of the S-locus in A. thaliana.

1I - INTRODUCTION

Outcrossing is a common mating system consisting in the breeding of unrelated individuals, and
promoted by various mechanisms such as dichogamy or heteromorphic and homomorphic self-
incompatibility. The evolution and maintenance of outcrossing has prompted a number of studies
aimed at characterizing its genetic benefits, including increased genetic diversity and limitation of
inbreeding depression (CHARLESWORTH 2006). Yet, transitions from outcrossing to selfing are among
the most prevalent in flowering plants (BARRETT 2002), having occurred independently in hundreds of
lineages (GOODWILLIE 1999; SCHOEN et al. 1997). Two sets of factors can cause the benefits of selfing to
outweight those of outcrossing. First, selfing can be favored when pollinators are scarce, in small
populations (GOODWILLIE et al. 2005) or during the initial steps of colonization, providing reproductive
assurance (BAKER 1967) under these conditions. Second, selfing also provides an “automatic”
transmission advantage, since autogamous individuals transmit gametes through both ovule and

pollen when selfing, but through either pollen or ovules only when outcrossing (FISHER 1941).
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Self-incompatibility (SI) is a genetic system thought to occur in about 40% of Angiosperm species (IGIC
and LANDE 2008), which functions to limit inbreeding depression by preventing self-fertilization in
hermaphrodites (DE NETTANCOURT 2001). In most documented cases, SI is controlled by a single
genomic region (the S-locus) at which a large number of divergent haplotypes are maintained by
negative frequency-dependent selection (WRIGHT 1939) and comprising two tightly linked genes, one
expressed in pollen and one in pistils (REA and NASRALLAH 2008; TAKAYAMA and ISOGAI 2005). In the
Brassicaceae, the pollen gene SCR produces a ligand protein and the pistil gene SRK produces its
receptor (STEIN et al. 1991). Physical interaction between these two proteins at the stigmatic surface is
responsible for the pollen-pistil recognition step necessary to trigger the incompatibility reaction in the

presence of self-pollen.

Beside theoretical approaches, the number of empirical systems allowing to investigate the proximal
causes and precise scenario of the transition from outcrossing to selfing has remained very limited. A.
thaliana is a highly selfing species in a family (Brassicaceae) where SI is thought to be ancestral. It has
diverged from the self-incompatible A. lyrata and A. halleri about 3-5.8 million years ago (CLAUSS and
KocH 2006). Multiple lines of evidence suggests that the breakdown of SI in A. thaliana was recent
(BECHSGAARD et al. 2006; CHARLESWORTH and VEKEMANS 2005; TANG et al. 2007), making this biological
system especially relevant to study the molecular nature of the mutations having caused the transition
to selfing. A. thaliana seems to have lost SI as a result of several independent disrupting mutations
(BOGGS et al. 2009b; SHIMIZU et al. 2008). Strikingly, while A. lyrata and A. halleri present at least 38 and
30 divergent S-haplogroupes, respectively (CASTRIC et al. 2008), only three S-haplogroups (A, B and C)
have been identified in A. thaliana (SHIMIZU et al. 2004), all of which have closely related orthologs in
either A. halleri or A. lyrata (BECHSGAARD et al. 2006). Whereas haplogroup B is only found in offshore
African islands, haplogroups A and C are largely distributed throughout Eurasia, North Africa and
North America (SHERMAN-BROYLES et al. 2007). Three full sequences of the genomic region comprising
the inactivated S-locus in A. thaliana have previously been obtained: one from the reference A. thaliana
Col-0 genome belonging to haplogroup A (THE ARABIDOPSIS GENOME INITIATIVE 2000), one from the
Cvi-0 accession belonging to haplogroup B (TANG et al. 2007), and the last one from the Portuguese
C24 accession thought to belong to haplogroup C. Careful examination of this sequence suggested that
it actually results from recombination between haplotypes belonging to haplogroups A and C
(SHERMAN-BROYLES et al. 2007), although a reference sequence for haplogroup C has not yet been
obtained. All three sequences showed obvious signs of functional inactivation of the component genes
of SI. In Col-0, WSRK4 presents a premature stop codon and WSCR; seems to be truncated as a result of
an inversion comprising a part of its second exon (2009b). Tsuchimatsu et al. (2010) further showed
that restoring the inverted fragment of WSCR; to its original position (as inferred from its functional
ortholog in A. halleri) was sufficient to rescue Sl in several accessions with haplotype A, hence
demonstrating that those accessions carried no other inactivating mutation apart from this causal

mutation. In Cvi-0, while the SCRp coding sequence seems to be functional, YSRKp also presents a
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premature stop codon (SHIMIZU et al. 2008). C24 completely lacks any SCR sequence and was proposed
to be an A-C recombinant because of the presence of rearranged SRK sequences from both
haplogroups A and C and the presence of a chimeric version of an S-locus flanking gene, ARK3, which
would have been the recombination breakpoint between the two parental haplotypes (SHERMAN-
BROYLES et al. 2007). Moreover, functional studies showed that complementation of several accessions
(including C24 and Cvi-0) with functional SCR and SRK sequences from A.lyrata and Capsella
grandiflora restored SI (BOGGS et al. 2009a; BOGGS et al. 2009b; NASRALLAH et al. 2004), demonstrating
that the breakdown of SI in those accessions was only due to the inactivation of the S-locus. In other
accessions (including Col-0), however, the same experiment did not restore SI, suggesting that these

accessions also carry mutations in other genes necessary for SI (LIU et al. 2007).

Sherman-Broyles et al. (2007) and Shimizu et al. (2008) used the available genomic sequences of the S-
locus region in Col-0, Cvi-0 and C24 accessions to design probes targeted to specific components of
each haplogroup in order to describe the molecular diversity of this genomic region in a set of A.
thaliana accessions. Based on the distribution of haplotypes in natural populations, Sherman-Broyles et
al. (2007) proposed a scenario for how and when the loss of SI occurred in A. thaliana. According to
this scenario, transition to selfing would have occurred while the species recolonized Europe from
Asian and Mediterranean glacial refuges during the Pleistocene, i.e. about 30000 years ago.
Haplogroups A and C would have originated in Asian and Mediterranean glacial refuges respectively,
while haplogroup B would have been maintained in the Cap Verde Islands, i.e. in its current
distribution area. Independent mutations causing the breakdown of SI would have occurred for each
haploptype, including the inactivating inversion of haplogroup A (BOGGS et al. 2009b; TSUCHIMATSU et
al. 2010), either in the refuges themselves or during postglacial recolonization. Recombination events
between haplogroups from the A and C groups would be associated with the suture zones that were
created when lineages from both refugia came into contact. Nevertheless, this scenario is based on
probes, targeted on small genomic fragments, and not on the entire S-locus. Moreover, no sequence of
haplogroup C is yet available and while SRKc seems to be intact (SHIMIZU et al. 2008), no PCR

amplification succeeded for SCRc so that its occurrence is still unknown (SHIMIZU et al. 2008).

Here, we obtained the genomic sequence of a haplotype belonging to haplogroup C, the third and last
major S-locus haplogroup in A. thaliana which had not been sequenced yet. We analyzed its sequence
and searched for mutations possibly damaging the function of SI genes in order to understand the
breakdown of self-incompatibility in this haplogroup. This sequence then allowed us to take
advantage of a first set of available genomic data from 107 north-European accessions from the 1001
genomes project to assemble the S-locus region in each of these accessions and evaluate the pattern of
degeneration of the S-locus in A. thaliana. In particular, we studied the distribution of the identified
haplotypes in natural populations of Northern Europe, focusing more specifically on the detection of

different recombination events between haplogroups A and C.
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III - METHODS

A - CONSTRUCTION OF THE BAC LIBRARY

High Molecular Weight (HMW) DNA was prepared from young leaves of the Ita-0 accession.
Approximately 20 grams of frozen leaf tissue was ground to powder in liquid nitrogen with a mortar
and pestle used to prepare megabase-size DNA embedded in agarose plugs. HMW DNA was
prepared as described by Peterson et al. (2000) and modified as described in (GONTHIER et al. 2010).
Embedded HMW DNA was partially digested with Hindlll (New England Biolabs, Ipswich,
Massachusetts), subjected to two size selection steps by pulsed-field electrophoresis, using a BioRad
CHEF Mapper system (Bio-Rad Laboratories, Hercules, California), and ligated to pIndigoBAC-5
HindIlI-Cloning Ready vector (Epicentre Biotechnologies, Madison, Wisconsin). Pulsed-field
migration programs, electrophoresis buffer, and ligation desalting conditions were performed

according to (CHALHOUB et al. 2004).

B - SCREENING OF THE BAC LIBRARY

High-density colony filters were prepared from the BAC library constructed using a robotic
workstation QPix2 XT (Genetix). BAC clones corresponding to 36 microplates of 384 wells were
spotted in duplicate onto 22x22 c¢m Immobilon-Ny+ filters (Millipore Corporate, Billerica,
Massachusetts) and grown at 37°C for 17 h. Filters were then processed as follows: (1) denaturation on
Whatman paper soaked with a solution of 0.5M NaOH and 1.5M NaCl for 4 min at room temperature,
and for 10 min at 100°C, (2) neutralization on Whatman paper soaked with 1M TrisHCI pH 7.4, and
1.5M NaCl for 10 min, incubation in a solution of 0.25 mg/mL proteinase K (Sigma Aldrich, St. Louis,
Missouri) for 45 min at 37°C, baking for 45 min at 80°C, and (3) fixation by UV on a Biolink 254 nm
crosslinker (Thermo Fischer Scientific, Waltham, Massachusetts) with an energy of 120,000 pJoules.
Radjiolabelling of probes and hybridization of the filters were performed as described in (GONTHIER et
al. 2010). Hybridized filters were imaged with a Storm 860 Phosphorlmager (GE Healthcare, Little
Chalfont, UK), and analyses were performed using the HDFR software (Incogen, Williamsburg,
Virginia). Positive BAC clones detected by hybridization were validated by PCR amplification using
the primer pairs used for probes synthesis (see the Table S3 of Chapter I), and visualisation of PCR

products after agarose gel electrophoresis.

C - SEQUENCING AND FINISHING

The BAC clone containing the haplotype C was sequenced at Genoscope using a 454 multiplexing

technology on Titanium sequencer version (www.roche.com). Because the high sequence divergence
at the S-locus prevented simple alignment on the genomic reference, a de novo assembly was

performed by Newbler (www.roche.com) and the sequence was obtained in several contigs. Only

contigs representing the extremities of the BAC were initially oriented. To order and orientate the rest
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Figure 7. Origin of analyzed accessions. 26 accessions come from northeast Sweden, 78 from southern
Sweden and one from southern Finland. The bur_0 accession is not indicated but comes from Ireland.
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of the contigs, PCR were performed. Long-range rather than classical PCR had to be employed
because the presence of repeated sequences (including transposable elements) near the extremities of
most contigs imposed constraints on the design of the primers. Primers were therefore designed with
Primer3 (ROZEN and SKALETSKY 2000) on each contig in regions without transposable elements or

repeated sequences.

D - SEQUENCE ANNOTATION

Annotation of BAC sequences was performed using FGENESH (SALAMOV and SOLOVYEV 2000) and
GENSCAN (BURGE and KARLIN 1997) with Arabidopsis parameters. Detected ORFs were blasted using
BLASTX (GIsH and STATES 1993) and the obtained proteins were then aligned on BAC sequences with
SPALN (GoToH 2008) and FGENESH+ (SALAMOV and SOLOVYEV 2000) softwares. The S-locus genes
being extremely divergent, known sequences of SRK and SCR were aligned on the BAC sequence with
SPALN (GoTOH 2008) and ALN (GOTOH 1982). The amino-acid sequence of SCR and SRK was then
examined for obvious inactivating mutations, such as the presence of either large deletions or
inversions, stop codons or the absence of a typical set of eight cysteine residues in SCR. Transposable
elements were annotated with CENSOR (KOHANY et al. 2006) using the A. thaliana repetitive elements
[v16.02] database of Repbase Update (JURKA et al. 2005). Results were then filtered and defragmented
with PLOTREP (TOTH et al. 2006), using a minimum coverage of merged fragments of 10 %.

Alignment of SCR protein sequences was performed using the Muscle software (EDGAR 2004).

E - CONFIRMATION OF THE ORIGIN OF C24 BY RECOMBINATION

Using the “glocal” alignment procedure (BRUDNO et al. 2003) implemented in VISTA (MAYOR et al.
2000), the full BAC sequence of Ita-0 was compared with Col-0 and C24 sequences, in order to check
whether the C24 S-locus haplotype originated through recombination between haplogroups A and C,
as previously suggested (SHERMAN-BROYLES et al. 2007). This “glocal” alignment procedure is indeed
appropriate for studying a highly divergent region like the S-locus, because it can detect inversions
and other rearrangements. On a smaller scale, the two parts of the chimeric AARK3 sequence of C24
were aligned using CLUSTALW (THOMPSON et al. 1994) with corresponding parts of ARK3 sequences
from Col-0, Cvi-0, C24 and Ita-0. Phylogenetic trees were constructed with a Minimum Evolution

(ME) analysis using MEGA version 5 (TAMURA et al. 2011).

F - ANALYSIS OF THE S-LOCUS REGION IN ACCESSIONS FROM THE 1001 GENOMES PROJECT

The 1001 genomes project (SCHNEEBERGER et al. 2011; WEIGEL and MOTT 2009) aims to sequence the
whole genome of 1001 accessions of A. thaliana, and produces important data for the analysis of
polymorphism in this reference plant. Here, we used the paired end reads from whole genome
sequencing of 107 accessions from Northern Europe (Figure 7) as part of the 1001 genomes project. In

this project (1001genomes.org), each accession was sequenced using Illumina sequencing with paired-

49

© 2012 Tous droits réservés. http://doc.univ-lille1 fr



10 kb

Cvi-0

© 2012 Tous droits réservés.

$)
o s
Lo
L8
_—a
£
<
o5
L8
0?8
Of
o, ‘2,
@
o
8
g
[«
g ry
Yy,
nhfxﬁwavx
nﬁv nﬁz@b.,.T 24
nwvhwmv_.. b 1593,
Oz ¥4
25, awq.wm.‘ b
@Vﬂﬁ@ h.ﬁQwO% 4L
2 o&qw“.wu
&mﬁv@&? L
&y,
Yy
-
.e.@.m.s
@.& 26
\QT:WAS.«-
h-m o
on,
oy
£ £ Qc..m_ "
Toplr
L/
¥ og. .
O,
@93%
ﬁ&@%

Thése de Pauline Goubet, Lille 1, 2011

T U QU
ZEET
S o5 ®
oy
o N
AM%AA
om;rBT
% SN
&.hhnvmv._f W,mmw
2, [}
?me&f M;Mm?_
£, s & =
By S 35
v OB
HE2 7
@hhw Ccm.mww
W 25iZ
AmmR
SecR
50 o 2z
Ory, PR <
vy,  BEES
02 v .ID...mem
‘_wm&v @ U 5T
._nvm&_ Q<=8
w,, 7 L= E3
hwe&v @cmWZ
£ 3 g
ereg, /s E
b w..mgm
& cETS
Y BT 35
<< gk
&5 ¢80
S5 2Z
o- == gH
‘_.@.m. Q520
T O O w
Vl..LI
O®sg
£ 8T QA
OcnI
S o=
L SrSM
R
mm.mA
55
>
S Er<t
" .
2T 2 £
=g
Y S o
£ 82y
S E8RF&
ew..dc
.wrn_
Q g = <
= S 5 c o
O- 85z &
& a9 o>
-
EPe g
wn
Yoy, ©E S
N e 8T
...._vm_n..v abnn
&F.T SQ_uea
%, memB
‘e, ehdAr
ﬂ.vm,mﬁwvv‘ gTeS
o
S
wn«m.hw lo.hmm
G, h S o
Ve wn po
%ey, e..hLml
Qhﬁ.@&?‘ h.aw..
‘2, = < =
@m.nnv.@hv\ ffTh
w, % C S kB
‘eg, s Qg
% g Ea g
22, 8 5
w" EEBS
e, =
“ay, Mhnm
P =V
w ®© T
vE &8
= O
5% B
— 8 U =
= = T O

2007), respectively.

http://doc.univ-lille1.fr



These de Pauline Goubet, Lille 1, 2011

end reads of 76 bp. According to a survey of genomic DNA sequence polymorphism (NORDBORG et al.
2005), the accessions we analyzed corresponded to two different clusters (one for accessions from
Northern Sweden and Finland, comprising 26 accessions, the second for accessions from Southern
Sweden and from Ireland, comprising 81 accessions) which could be related to different post-
glaciation colonization routes from Russia and from Europe. Because of the large sequence divergence
across haplotypes, the S-locus can typically not be assembled using standard procedures (i.e. mapping
on a single genomic reference, Col-0). Hence, for each of these accessions, four new alignments of the
S-locus were performed using the Burrows-Wheeler Aligner (LI and DURBIN 2009), taking in turn each
known sequence (Col-0 for haplogroup A, Cvi-0 for haplogroup B, Ita-0 for haplogroup C and the

recombinant C24) as a reference.

We firstly analyzed 40 of the 107 accessions and searched manually for fragments of sequences
matching the references. Based on this initial set of accessions, we defined several groups of
haplotypes, according to which fragments of the reference sequences they contained. Note that this
method can detect regions that are either conserved or deleted as compared to the reference, but not
insertion events. A perl script was then developed to automatically detect the S-haplotype groups.
Based on conserved fragments detected in the first analysis, the script estimated the conservation of
these fragments by calculating the proportion of Ns in the fasta nucleotidic sequences resulting from
the assemblies. A fragment was considered to be conserved if the reconstructed sequence comprised
less than 30 % Ns and not conserved if it comprised more than 50 % Ns. Between these two
thresholds, a manual examination was required to determine whether the fragment was conserved.

The analyzed accession was then assigned to one of the S-haplotype groups.

Based on shared fragments with reference haplotypes, the analysis did not allow us to orientate the
detected fragments compared to each other. To solve this incertitude, we used the BAM files from the
assembly data, and extracted the reads at the extremities of each fragment. Then, we searched for
reads with one mate on a fragment, and one mate on another fragment. Two fragments were therefore

considered to be consecutive if they presented several overlapping reads at their extremities.

Detected types of accessions were then compared to each other, and combined to propose an
evolutionary scenario for their generation, involving recombination and deletion events.
Polymorphism of the putative ancestral haplotypes of our scenario was analyzed using DnaSP version
5.00.07 (Rozas et al. 2003) and compared with available data from functional relatives (CASTRIC et al.

2010) in order to evaluate the influence of the transition to self-compatibility on the genetic diversity.
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(Ita-0) and reference A. lyrata SCR (AISCR13) were aligned using Muscle (EDGAR 2004).
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IV - RESULTS

A - ANALYSIS OF THE REFERENCE SEQUENCE OF HAPLOGROUP C

The sequence of the S-locus genomic region containing haplogroup C was obtained from the Ita-0
accession through full sequencing of a BAC (Bacterial Artificial Chromosome) clone from an
individual library. Coverage was 22 X and the assembly provided a sequence of 116,959 bp divided
into five contigs, ranging from 8,755 to 47,646 bp. The order and orientation of these contigs were

successfully confirmed by amplifications in long-range PCR (see Table 54 and Figure S8).

The S-locus region of haplogroup C (defined as the divergent region between the two flanking genes,
U-box and ARK3, see Chapter I) was found to be 43,763 bp long. Gene prediction and annotation
revealed the presence of the two SI genes, SCR and SRK as well as several transposable elements
(Figure 8). Strikingly, in contrast with other available S-locus sequences in A. thaliana (SHERMAN-
BROYLES et al. 2007, TANG et al. 2007; THE ARABIDOPSIS GENOME INITIATIVE 2000), no apparent
disrupting mutation was found in either SCR or SRK. Indeed, no stop codon, deletion or inversion
was detected in their coding sequence. As in previously described functional haplotypes of Brassica or
Arabidopsis (BOGGS et al. 2009a; CUI et al. 1999; FUJIMOTO et al. 2006; FUKALI et al. 2003; KIMURA et al. 2002;
KusABA et al. 2001; SHIBA et al. 2003; SUZUKI et al. 1999; TAKUNO et al. 2007), the SCR protein presented
all eight cysteine residues (Figure 9) that are predicted to form disulfure bridges and be essential for

proper SCR folding.

B - CONFIRMATION OF THE RECOMBINATIONAL ORIGIN OF C24

Based on the sequence analysis of Col-0 and C24, a previous study (SHERMAN-BROYLES et al. 2007)
suggested that C24 had been produced by a recombination event between haplotypes belonging to
haplogroups A, like Col-0, and C. We confirmed this scenario by comparing the Ita-0 sequence with
the sequence part of C24 which is not homologous to haplogroup A, i.e. between exon 5 of AARK3 and
ARKS3. Throughout this portion, C24 and Ita-0 show high sequence conservation (Figure 10) and share
most transposable elements as well as partial SRK sequences (Figure 9). Further, a more detailed
analysis of the chimeric AARK3 sequence in C24 shows that exons 1 to 5 of AARK3 are more closely
related to haplogroup C than to other haplogroups, while exon 7 is more closely related to haplogroup
A than to other haplogroups (Figure 11). Altogether, these results strongly support the hypothesis that
haplotypes belonging to haplogroups C and A recombined, using AARK3 as recombination
breakpoint, to produce haplotype C24, as proposed by Sherman-Broyles et al. (2007). Interestingly
though, neither haplogroups A nor C was found to have a AARK3, although this has been detected in
several functional haplotypes from A. lyrata and A. halleri (Chapter I).
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C - DETECTION OF S-HAPLOTYPES IN EUROPEAN ACCESSIONS

1 - Description of detected haplotypes

Based on full-genome short-read sequencing data, we assembled the S-locus region of 107 accessions
from Northern Europe, taking the four known sequences (Col-0, Cvi-0, Ita-0 and C24) as references.
These assemblies were obtained with a mean coverage of 18 X. It can be noted that no couple of
sequences were found to be exactly identical, even if they were sampled in the same location. A first
analysis resulted in the identification of eleven genomic fragments within the S-locus region that
belong to either haplogroup A or C (but not B, as expected for north-European accessions (TANG et al.
2007)) and are either present or absent in each of the 107 different accessions (Figure 12). Combining
this information resulted in ten different groups of haplotypes. Yet, as we explain in the supplemental
results, the evolutionary scenario necessary to explain the formation of all these groups from
haplogroups A and C requires a highly unlikely succession of events such as a double recombination
followed by at least two homoplasic deletions of the exact same fragment located in Ita-0 between
positions 66,042 and 78,204. Further analysis of the reads with a single mate mapped at the extremities
of this fragment suggested that it actually originated in Ita-0 by insertion from another genomic
location on chromosome 2 that would have been specifically inserted into the S-locus. Hence,
considering this fragment as a secondary insertion into Ita-0 and removing it from our analysis, we
detected six distinct groups of haplotypes, one belonging to haplogroup A, two belonging to
haplogroup C (C2 and C3), and the last three corresponding to AC recombinants (Figure 12). The first
group, comprising 53% of the accessions, showed good matches to Col-0 but not to Ita-0 or Cvi-0, and
was thus equivalent to haplogroup A. We checked that all haplotypes of this group had a
pseudogenized SCRa, as suggested by Tsuchimatsu et al. (2010). The second and third groups,
comprising respectively 5.6 and 0.9 % of the accessions, showed good matches to Ita-0, but not to Col-
0 or Cvi-0, suggesting that they belong to haplogroup C. However, none of the haplotypes presented
the complete sequence of Ita-0, so they were classified as haplotypes C2 and C3 from haplogroup C.
As compared to Ita-0, C2 haplotypes lack the 12 kb-fragment we chose to ignore in the analysis, and
C3 haplotypes lack a 31 kb sequence fragment between the U-box flanking gene and the Atrep20
transposon. Both SRK¢ and SCRc genes are present in C2, but only SRKc is present in C3. All other
accessions (40 %) present some fragments with good matches to Col-0 and some others to Ita-0. These
haplotypes clearly constitute recombinant haplotypes between haplogroups A and C, with three
different haplotypes named R1 to R3. All recombinants present the fragment from haplogroup C
between the ARK3 flanking gene and the Atrep7 transposon, containing a partial sequence of SRKc,
but they differ according to the portion of sequence from haplogroup A they contain. The complete
Col-0 sequence is conserved in haplotype R1, including YSRK4 and WYSCRa. Haplotypes R2 and R3
lack fragments of 18 and 23 kb, respectively, with respect to the Col-0 sequence and they only exhibit
partial sequences of WSRK4. According to the conserved fragments, the previously sequenced

recombinant haplotype, C24 (SHERMAN-BROYLES et al. 2007), would belong to type R3. Frequencies of

52

© 2012 Tous droits réservés. http://doc.univ-lille1 fr



"SOAIOS S}I0IP SNOL ZL0Z ©

4y L3|lI-Alunoop//:dny

Kinase domain ™ S domain

ARK3 [6H5H4 | 2 l 1
anrks [T HEHZHITHE) ]

ARK3 / Cvi-0 ARK3 [/ Col-0
| ARK3 / C24 ARK3 / Cvi-0
| ARKS3 / Ita-0 —— ARK3/ [Ita-0
| AARK3 AARK3
| ARKS3 / Col-0 ARK3 / C24

0_.1 0.1

Figure 11. A. Schematized structure of an ARK3 gene and of AARK3. Exons are indicated by gray rectangles. TM: Transmembrane domain.

B. Phylogeny of the exon 7 of AARK3 from C24 and ARK3 from C24, Col-0, Cvi-0 and Ita-0.

C. Phylogeny of the exons 1 to 5 of AARK3 from C24 and ARK3 from C24, Col-0, Cvi-0 and Ita-0. Both phylogenies were constructed using a Minimum
Evolution analysis (TAMURA et al. 2011).
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the different detected types are indicated on Figure 12, and a complete list of accessions is available in
table S5. It can be noted that, if haplogroup A and AC recombinants are detected across the whole
surveyed distribution, none of the accessions from Northern Sweden and Finland were found to carry
a haplotype C2 or C3. This observation could result from the small sample of accessions in this
Northern region (26 accessions) and the low frequency of haplotypes C2 and C3 (7 %). But it could
also reflect the fact that haplogroup C may have colonized Europe from the Mediterranean refuge
(SHERMAN-BROYLES et al. 2007). Accessions from Northern Sweden and Finland having potentially
colonized Europe from Russia (NORDBORG et al. 2005), haplogroups C could be expected to be less

frequent.

The raw reads were used to orientate the different detected fragments and reconstitute a linear
sequence from the set of component fragments shown on Figure 12. By this analysis, consecutive
fragments were organized relative to one another through the detection of reads whose two mates
mapped to two different fragments. In particular, when considering the assembly taking the C24
sequence as a reference, overlapping reads were found in all recombinant haplotypes between
haplogroup A and the AARK3 sequence, and between AARK3 and haplogroup C, respectively. Thus,

all recombinant haplotypes were shown to present a AARK3 sequence (Figure 13).

2 - Evolutionary scenario

Shared fragments between the different groups of haplotypes and the presence of a AARK3 sequence
in all recombinant haplotypes suggest that the latter did not appear independently. A simple scenario
for their generation can therefore be proposed (Figure 13). According to this scenario, the C2
haplotype would be ancestral in haplogroup C, and would have independently produced haplotypes
C1 (Ita-0) and C3 by an insertion and a deletion event, respectively. Haplotype R1 contains the entire
sequence of haplogroup A, a portion of haplogroup C as well as a chimeric duplicated copy of ARK3
(AARK3), and would have been generated through recombination between C2 and A haplotypes,
accompanied by several small deletions in the SRKc sequence. A large deletion from haplotype R1
would have then produced the R2 haplotype, followed by heterologous recombination between the

two LTRs of the Atcopial0 retrotransposon that would have produced the R3 haplotype (Figure 13).

We computed the level of nucleotide polymorphism for comparisons among haplotype groups.
Nucleotide diversity of the two putative ancestral haplotypes, A and C2, was found to be sensibly
similar with I1 = 0.00889 and II = 0.00638, respectively. In these haplotypes, nucleotide diversity was
also calculated separately for the S domain of SRK. We found I1s = 0 and I14 = 0.00170 for haplogroup
A, and IIs=0 and [12»=0.00154 for C2 haplotypes. By comparison, the synonymous nucleotide
diversity within functional haplogroups from A. halleri was found to vary from 0 to 0.00581, with on
average [Is=0.00441 (CASTRIC et al. 2010). This reduction of diversity in A. thaliana as compared to A.

halleri could firstly be explained by a limited geographical origin of our data. But it could also reflect
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an hitch-hiking effect due to a rapid increase in frequency of inactivated S-haplotypes in response to

selection for self-compatibility in A. thaliana.

The presence of AARK3 in all AC recombinant haplotypes might reflect the occurrence of a duplicated
ARK3 sequence in the ancestral haplotype of haplogroup C. To investigate this issue, we searched for
raw reads from C2 and C3 haplotypes with one mate on the AARK3, in the assembly taking C24 as
reference, and one mate in the part of haplogroup C which is not found in the recombinant in the
assembly taking Ita-0 as reference. No such reads were identified, suggesting that none of the C2 and

C3 haplotypes we analyzed have the duplicated copy of ARK3.

V - DISCUSSION

Most studies aiming at characterizing the diversity of the S-locus region in A. thaliana used PCR or
northern blot approaches, targeting only specific genomic fragments (up to several hundred bp) of the
S-locus. Here, we used a combination of data from a new BAC library sequence and from whole
genome sequencing of 107 accessions. This constitutes the most important dataset ever analyzed and
allowed us to study the diversity of the S-locus on a region of average size 32 kb. This change of scale

provides new perspectives to investigate the evolution of self-compatibility in A. thaliana.

A - ABSENCE OF APPARENT DISRUPTING MUTATION IN BOTH SCRc AND SRKc

Our analysis of the first haplogroup C reference sequence did not allow us to point out the cause of
the SI breakdown in this specificity, since the two self-incompatibility genes, SCR and SRK, are both
present in the S-locus and seem to have intact coding sequences. In contrast, previous analyses of
haplogroup C accessions in A. thaliana could not detect the presence of the SCR gene and suggested
that breakdown of incompatibility could have been related to a deletion of this component gene
(SHIMIZU et al. 2008). We suggest that previous attempts to detect the SCRc gene failed because of the
high sequence divergence among SCR sequences, as well as the large fragment of non-coding
sequence separating SCR from SRK (approximately 30kb). In other haplogroups, potentially
functional sequences of the self-incompatibility genes were previously mentioned for either SRK (for
haplogroup A (TSUCHIMATSU et al. 2010)), or SCR (for haplogroup B (TANG et al. 2007)). However, no
accession carrying both potentially functional SCR and SRK had already been reported in A. thaliana.
We cannot exclude the possibility of a disrupting mutation less obvious than a stop codon or a
truncated coding sequence, as for instance in the promoter region, but for SRKc a previous study
showed that this gene is actively expressed (SHIMIZU et al. 2004). However, if SCRc and SRKc were
confirmed to be functional, this would imply that the causal disrupting mutation in this accession did
not hit the self-incompatibility determinants themselves, but other genes necessary for the functioning

of the system.
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B - RECOMBINANT HAPLOTYPES ARE MORE FREQUENT THAN PREVIOUSLY DESCRIBED

Investigation of 107 north-European accessions of A. thaliana revealed that recombinants between
haplogroups A and C were much more frequent (40 %) than expected based on previous studies.
Based on amplification and gel blot analysis of genomic DNA, Sherman-Broyles et al. (2007) surveyed
70 accessions distributed across the worldwide distribution area of the species. They estimated that
23 % of these accessions were recombinants and similar to C24. Interestingly, they analyzed 10
accessions of Northern Europe that were present in our data. They considered all these accessions as
belonging to haplogroup A, whereas our genomic approach detected 5 haplotypes A, 4 haplotypes R1
and one haplotype R2 in the same sample, i.e. 50 % of recombinant haplotypes. Similarly, Shimizu et
al. (2008) genotyped the S-locus of 297 accessions using primers defined to assay the presence or
absence of eight regions of haplogroup A, and of the S domain of YSRK¢ and YSRKjz. They concluded
that 93.9 % of the accessions belonged to haplogroup A, with different deletion types. However, it
should be noted that their analysis would not have permitted to detect recombinants like C24, because
this type of accessions only shows partial sequences of WSRKc. Indeed, they also analyzed three
accessions of Northern Europe that were present in our data (lu-1, st_0 and tamm_2) and assigned
them to haplogroup A, while we detected that one of them (lu-1) shared also fragments with
haplogroup C and was a RI recombinant haplotype. These results strongly suggest that reports based
on targeted PCR or northern blot of short fragments greatly underestimate the importance of
recombination among haplogroups, because they only target specific regions. In contrast, genomic

methods consider the totality of the region and are more appropriate to detect recombinants.

C - IMPLICATION OF AARK3 IN THE ANCESTRAL RECOMBINATION EVENT

In the S-locus, recombination is expected to be restricted, in order to maintain linkage between SCR
and SRK, and to avoid the breakdown of the system. Due to the loss of self-incompatibility, these
selective pressures are supposed to be relaxed in A. thaliana. Nevertheless, the high sequence
divergence among haplotypes is expected to prevent recombination between them. Thus, a
recombination event between haplogroups A and C would require an element of high similarity
between the two sequences. The presence of AARKS in all types of recombinants suggests that this
truncated duplication of ARK3 constitutes the initial recombination breakpoint, as proposed by
Sherman-Broyles et al. (2007) based on the analysis of the C24 accession. It can be noted that, even if
the precise mechanism of the duplication is not known, such duplications have already been reported
in functional haplotypes of A. halleri and A. lyrata (see Chapter I and also Hagenblad et al. (2006) and
Guo et al. (2011)). By examining the conformation of recombinants, a scenario for the ancestral
recombination event can be hypothesized, involving the partial duplication of ARK3. As depicted in
Figure 14, this partial duplication is thought to have occurred in a haplotype belonging to haplogroup
C. It would then have allowed a heterologous recombination event with the ARK3 gene of haplogroup

A, generating a recombinant haplotype with fragments of both haplogroups A and C, separated by
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AARK3. However, no haplotype C2 carrying a partial duplication of ARK3 in the S-locus (called type
C2+ in the scenario) was detected in our data, so this hypothesis could not be confirmed. Since we had
only six accessions of haplotype C2 in the data we analyzed, investigation of further accessions might
help to resolve this issue. The deletion in the sequence of SRK¢ in recombinants is another point of
incertitude for which analysis of supplementary accessions could be helpful. Indeed, none of the
recombinant accessions (i.e. 43 accessions) was shown to exhibit a complete SRKc (such potential
accessions were called haplotypes RO in the scenario) and none of the ancestral haplotype C2
presented this deletion. It might suggest that this rearrangement occurred at the same time as the

recombination event or that recombinants carrying functional SRK sequences were selected against.

D - THE EVOLUTION OF SELFING IN A. THALIANA

Some implications for the evolution of selfing in A. thaliana can be highlighted by our results. First, the
observation of a full coding sequence of SCR in haplogroup C is one additional argument in favor of a
recent loss of self-incompatibility in the A. thaliana lineage (BECHSGAARD et al. 2006; CHARLESWORTH
and VEKEMANS 2005; TANG et al. 2007). Indeed, the fact that SRKc has an intact coding sequence and is
expressed in pistils (SHIMIZU et al. 2004) implies that the transition to selfing is not ancient enough to
have allowed the accumulation of disrupting mutations in both SCR and SRK in this haplogroup.
Second, we found an unexpected high frequency of AC recombinants in natural populations.
Consequently, the absence of accessions from haplogroup C with apparent disrupting mutation
suggests that the recombination may have played a role in the evolution of selfing. Recombinants
could thus have increased in frequency due to the benefits of compatibility but it would imply that at
least one of the two ancestral haplogroups was still functional when the initial recombination
occurred. Because all recombinant haplotypes R1 carried the non-functional ¥SCR4 sequence, this
suggests that recombination occurred in an AC heterozygote with a functional C haplotype and a non-
functional A haplotype. This parental individual should have been self-incompatible as haplogroup C
belongs to a phylogenetic group of haplotypes that is dominant, in A. lytata, over that of haplogroupe
A (BECHSGAARD et al. 2006). This hypothesis is supported by the low frequency of haplogroup C,

which could reflect a breakdown of self-incompatibility in a second step.

V1 - PERSPECTIVES AND FUTURE DIRECTIONS

The availability of reference sequences from two of the three S-haplogroups, and accumulation of data
from the 1001 genomes project open new perspectives in the study of the breakdown of self-
incompatibility in the recent history of A. thaliana. First, we produced a reference sequence for the
third haplogroup (C) and showed that SCRc and SRKc were potentially functional in accession Ita-0.
Hence, we could not identify the cause of SI breakdown in haplogroup C accessions. A functional

analysis of the self-incompatibility genes in this haplogroup would therefore be needed in order to
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point out the initial disrupting mutation. Second, the three main haplogroups in A. thaliana are the
remnant of the ancestral polymorphism of the S-locus. Thus, comparison of these haplogroups with
their functional orthologs in the closely related self-incompatible species A. lyrata and A. halleri could
provide new insights in the patterns of degeneration of an inactivated S-locus. A reference sequence
for the ortholog of haplogroup B in A. lyrata, Al16, was recently made available (GUO et al. 2011) but
ortholog sequences of haplogroups A (Ah04 in A. halleri and AlI37 in A. lyrata) and C (Al36 in A. lyrata)
are still lacking. Third, we analyzed a large number of accessions in Northern Europe and found
evidence for a single recombination event between haplogroups A and C, as well as several deletions.
Analysis of supplementary accessions from a larger set of locations could lead to detection of other
recombination events, potentially due to other ARK3 duplications. Moreover, examination of
supplementary accessions could also provide evidence of the intermediate haplotypes (C2+ and R0)

that we have proposed in our scenario.
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1 - INTRODUCTION

Les études en biologie évolutive ont souvent été considérées a I'échelle d'une espeéce, d'un organisme
ou d'un gene alors que ces entités sont impliquées dans des réseaux d’interaction complexes, dont il
est maintenant largement admis qu'ils doivent étre pris en compte. En biologie, la coévolution peut
étre définie comme étant I'évolution des fréquences d'un ensemble de mutations dans une de ces
entités, en réponse a I'évolution des fréquences de mutations dans une autre entité qui lui est liée. De
tels changements évolutifs ont été largement étudiés entre especes différentes, par exemple a travers
les interactions entre les hotes et les parasites (HAFNER and NADLER 1988), entre les prédateurs et leurs
proies (BARRIO et al. 2010), entre les plantes et leurs pollinisateurs (JOHNSON and ANDERSON 2010), ou
entre symbiontes (MOYA et al. 2008). La coévolution peut également étre étudiée au niveau
moléculaire. En effet, différentes positions au sein d'une macromolécule peuvent étre soumises a des
contraintes structurelles, si elles se retrouvent a proximité au niveau de sa structure tridimensionnelle,
ou a des contraintes fonctionnelles, si elles sont impliquées dans un méme site actif. Différentes
approches méthodologiques ont été développées pour mettre en évidence de la coévolution entre
résidus d'acides aminés, dont la méthode des cartes de substitution, consistant a tester la corrélation
de l'occurrence des mutations sur les branches des phylogénies de plusieurs sites (DUTHEIL and
GALTIER 2007; DUTHEIL et al. 2005). Par cette approche, des groupes de sites en situation de coévolution
ont par exemple été mis en évidence dans le cas des myoglobines (DUTHEIL and GALTIER 2007; NEHER
1994), des protéines impliquées dans le transport et le stockage de 1'oxygene chez les vertébrés. A une
échelle plus large, les positions d'une molécule peuvent étre impliquées dans une interaction
physique avec d’autres molécules, comme par exemple dans les systémes génétiques de type

récepteur-ligand (aussi appelés systémes clé-serrure).

Par leur reconnaissance de type clé-serrure lorsque le grain de pollen est déposé sur le pistil, les
protéines SCR et SRK constituent un modele pertinent pour une analyse de coévolution. En effet on
observe au sein des especes auto-incompatibles chez les Brassicaceae une tres grande diversité de
spécificités correspondant a des paires SCR/SRK montrant une évolution conjointe (voir Sato et al.
(2002) et le Chapitre I). En particulier, des travaux théoriques suggeérent une dynamique de
diversification impliquant des mutations au niveau des séquences pollen, suivies de mutations
compensatrices dans les séquences pistil associées (GERVAIS et al. 2011, UYENOYAMA et al. 2001).
Cependant, dans le genre Arabidopsis, un nombre tres restreint de séquences du gene SCR était jusqu’a
ce jour disponible dans la littérature (BOGGs et al. 2009a; BOGGS et al. 2009b; KUSABA et al. 2001;
TSUCHIMATSU et al. 2010) en raison de son extréme divergence. Grace au séquencage de la région
compléete du locus d’auto-incompatibilité pour onze haplotypes différents, 'approche génomique
employée ici a l'intérét de permettre d’accéder aux séquences du gene pollen. Dans ce contexte,
I'acquisition d’un nombre conséquent de couples de génes pollen SCR et pistil SRK nous permet

d’effectuer une analyse préliminaire de la coévolution nécessaire au maintien de la reconnaissance de
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Encadré 9. Exemple de cartes de substitutions illustrant deux sites indépendants (A) et deux sites qui

coévoluent (B).

Cet exemple suppose une analyse de la coévolution entre une protéine X et une protéine Y pour lesquelles

dix séquences sont disponibles. Les cartes établies attribuent dans ce cas précis le méme poids a toutes les

mutations, représentées par des croix. Dans le premier cas, les mutations ne se situent pas sur les mémes

branches de I'arbre et les deux sites sont donc jugés indépendants. A I'inverse, dans le second cas, les deux

sites montrent des substitutions sur les mémes branches de I'arbre. Il y a donc coévolution.

Les données des cartes de substitution sont utilisées par le programme Comap (DUTHEIL et al. 2005;
DUTHEIL & GALTIER 2007) sous forme de vecteurs de substitution.
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leurs protéines et a 1'évolution de nouvelles spécificités. Pour cela, le programme Comap (DUTHEIL
and GALTIER 2007; DUTHEIL et al. 2005) a été utilisé sur les seize couples de protéines SCR-SRK

disponibles chez A. halleri et A. lyrata.

II - MATERIEL ET METHODES

A - STRUCTURE ET FONCTION DES PROTEINES SCR ET SRK

D'un point de vue fonctionnel, la protéine SRK est composée de trois domaines: le domaine
extracellulaire (domaine S) permet a la protéine du pollen de se fixer sur celle du pistil ; le domaine
transmembranaire permet l'ancrage de la protéine SRK a la surface du pistilet le domaine
intracellulaire (domaine kinase) est impliqué dans la transmission du signal d’auto-incompatibilité. Le
domaine S contient lui-méme trois sous-domaines fonctionnels distincts : un sous-domaine B-lectin,
un sous-domaine glycoprotéique (SLG) et un sous-domaine PAN-APPLE (NAITHANI et al. 2007). De
plus, des régions hypervariables ont été définies au sein du domaine extracellulaire dans le genre
Brassica (HVR1, HVR2, HVR3 et CVR (NISHIO and KusABA 2000)) et comprendraient des sites
particulierement impliqués dans la fixation du ligand SCR sur son récepteur SRK (KEMP and

DouGHTY 2007).

La protéine SCR se distingue quant a elle par un grand nombre de cystéines relativement a sa petite
taille. Elle comporte en effet dans la plupart des cas huit résidus de cystéine parfaitement conservés au
sein de son deuxiéme exon et qui forment deux a deux des ponts disulfures influencant la structure
tridimensionnelle de la protéine (CHOOKAJORN et al. 2004). Une certaine variation de ce nombre de
cystéines est cependant possible puisque des séquences protéiques comportant sept ou neuf résidus
ont été reportés chez Brassica oleracea (SATO et al. 2002). Dans nos données relatives a A. halleri et A.

lyrata, seule la séquence AISCR39 se différencie des autres en ne présentant que six résidus conservés.

B - ORIGINE DES SEQUENCES SCR ET SRK

Dans le cadre de cette analyse, seize couples de protéines SCR-SRK d’A. halleri et A. lyrata, provenant
des données de cette thése et de la littérature, ont été utilisés (voir le Tableau 3 pour le détail). Ces
données comprennent un couple de classe I, cinq couples de classe I, quatre couples de classe III et six
couples de classe IV. L’'exon 1 de AhSCR43 n’ayant pas été détecté dans la séquence de I"haplotype
Ah43 (voir le chapitre I), le couple AhSCR43-AhSRK43 n’a pas été intégré a 1'analyse.

C - RECONSTRUCTIONS PHYLOGENETIQUES POUR SCR ET SRK

La méthode de détection de la coévolution (DUTHEIL and GALTIER 2007; DUTHEIL et al. 2005) se base

sur des corrélations phylogénétiques et son application nécessite que les phylogénies des protéines
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Tableau 3. Provenance des couples de protéines SCR-SRK analysés dans ce chapitre.

Haplotype Classe SCR SRK

Al01 I Données de la these Données de la these

Al06 II ACU29640 (BOGGS et al. 2009a) ACU29642 (BOGGS et al. 2009a)
All4 II Données de la these Données de la theése

All8 II Données de la these Données de la these

Ah03 II Données de la these Données de la theése

Ah28 II Données de la these Données de la these

All3 11 BAB40984 (KUSABA et al. 2001) BAB40986 (KUSABA et al. 2001)
Al25 111 ACU29641 (BOGGS et al. 2009a) ACU29643 (BOGGS et al. 2009a)
Al37 11 ACNG63521 (BOGGS et al. 2009b) ABF71379 (BECHSGAARD et al. 2006)
Ah04 I ADGO01814 (TSUCHIMATSU et al. 2010) ABF71368 (BECHSGAARD et al. 2006)
Al20 v BAB40985 (KUSABA et al. 2001) BAB40987 (KUSABA et al. 2001)
Al39 v Données de la these Données de la these

Ahl3 v Données de la these Données de la theése

Ahl5 v Données de la these Données de la these

Ah20 v Données de la thése Données de la thése

Ah32 v Données de la theése Données de la these

2 La fin de I'exon 7 n’est pas disponible pour AhSRK04 et AISRK37.
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SCR et SRK présentent des topologies congruentes. Pour vérifier cela, les séquences protéiques de SCR
et SRK ont été alignées en utilisant le programme Muscle (EDGAR 2004) implémenté sur Jalview
(WATERHOUSE et al. 2009). Apres ajustement manuel, les phylogénies ont été construites par la
méthode de « Minimum Evolution » implémentée sur MEGA (TAMURA et al. 2011). La congruence de
leur topologie a ensuite été testée par la méthode de De Vienne et al. (2007), basée sur une mesure
appelée MAST (Maximum Agreement SubTrees). Cette méthode détermine pour un grand nombre de
couples de phylogénies générées au hasard le nombre minimum de branches qui doivent étre
supprimées pour que les deux arbres soient identiques. La distribution de ces mesures est ensuite
comparée a la valeur observée, et il peut ainsi étre déterminé si un couple d’arbres est plus congruent

que ce que I'on attendrait par hasard.

D - ANALYSE DE COEVOLUTION

Sur la base des alignements des deux protéines et de leur phylogénie, le programme Comap estime
pour chaque site ne comportant pas de gaps le nombre de substitutions associées a chaque branche de
I'arbre, sous forme d’une carte de substitution. Le degré de coévolution de chaque groupe de sites est
calculé sur la base de la comparaison des cartes de substitution des sites concernés (voir I'encadré 9).
La significativité des groupes est alors évaluée par une méthode de bootstraps paramétriques
s’appuyant sur un jeu de 100 000 simulations présentant les mémes parametres que les données

analysées. Une correction pour tests multiples est également appliquée dans chaque cas.

Deux analyses différentes peuvent étre effectuées, et ont été lancées sur nos données : 'approche par
paires (DUTHEIL et al. 2005) et I'approche par clusters (DUTHEIL and GALTIER 2007). L’approche par
paires permet de détecter des couples de sites en situation de coévolution entre deux protéines
distinctes. Elle a donc été utilisée entre les protéines du pollen et du pistil. L’approche par clusters a
quant a elle 'avantage de permettre la détection de groupes de sites, et non plus seulement de
couples, qui coévoluent au sein d'une méme séquence. Cette analyse a été réalisée sur un alignement
concaténé des deux protéines étudiées, et permet de détecter des groupes de sites en coévolution entre
SCR et SRK, mais aussi au sein de SCR ou de SRK. Par souci d’optimisation du temps de cette seconde
analyse, il a été choisi de ne pas y intégrer le domaine transmembranaire et le domaine kinase de SRK,

qui ne sont a priori pas impliqués dans la reconnaissance du pollen et du pistil.

Ces analyses tiennent compte des propriétés biochimiques des acides aminés, a savoir le volume, la
charge, la polarité et la distance chimique Grantham, qui est une mesure synthétique combinant le
volume, la polarité et la composition atomique (GRANTHAM 1974). Différentes cartes de substitutions
sont donc établies et comparées selon qu’elles attribuent soit le méme poids a toutes les substitutions,
soit des poids différents selon les propriétés biochimiques des acides aminés mis en cause. Elles
permettent de mettre en évidence deux types de sites en situation de coévolution, c'est-a-dire qui

présentent des co-substitutions : les événements de substitution tendent a se trouver sur les mémes
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branches de I'arbre phylogénétique. Tout d’abord, des sites peuvent étre détectés comme coévoluant
sous corrélation s’ils présentent des co-substitutions simples ou associées a des corrélations des
propriétés biochimiques (charge, polarité, volume et distance Grantham). Par ailleurs, la coévolution
par compensation peut également étre détectée en fonction de ces mémes propriétés biochimiques.
Dans le cas du volume par exemple, il s’agit de co-substitutions mettant en cause des groupes de sites
qui conservent un volume global fixe alors que les volumes individuels de chacun de ces sites varient.
Ce type de coévolution est principalement détecté dans le cas de contraintes structurales ou de
sélection négative. Dans notre cas d’étude, on peut supposer que la compensation est principalement
liée au maintien de la reconnaissance entre les deux protéines d"une spécificité, alors que la corrélation

est davantage liée a 1'évolution de nouvelles spécificités.

E - REPARTITION DES SITES DETECTES

Afin de tester si les sites détectés par 1’analyse réalisée se répartissaient préférentiellement dans les
régions hypervariables définies dans le domaine S de SRK chez Brassica (NISHIO and KUsABA 2000),
I"approche par sites candidats de Comap a été utilisée. Cette analyse permet de désigner des couples
de sites et de mesurer leur degré de coévolution. Nous avons donc sélectionné un nombre arbitraire
de 200 couples de positions SCR-SRK a partir des alignements des deux protéines. La moitié de ces
couples implique des positions situées dans les régions hypervariables de SRK (NISHIO and KUSABA
2000) et I'autre moitié implique des positions situées dans le reste du domaine S. Les statistiques de
coévolution de chacun de ces couples ont été calculées et un test de Student a permis de déterminer si

I"'un ou l'autre des deux groupes présentait un degré de coévolution significativement plus important.

III - RESULTATS

A - CONGRUENCE DES PHYLOGENIES

Dans un premier temps, les phylogénies respectives des protéines SCR et SRK ont été comparées
(Figure 15). Si la congruence n’est pas parfaite entre les deux topologies, on remarque néanmoins que
les quatre classes de dominance, qui avaient été définies d’apres la phylogénie du géne SRK (PRIGODA
et al. 2005), sont conservées chez SCR comme précédemment montré dans le chapitre I. De plus, ces
phylogénies sont jugées plus congruentes qu’attendu par hasard : lcong = 1.72, P-value = 0.0001 (DE
VIENNE et al. 2007). Cette congruence justifie donc l'utilisation de I'approche par carte de substitutions
dans le cadre de la détection de sites sous coévolution. La séquence de SCR étant relativement petite
(environ 80 acides aminés) par rapport a celle de SRK (environ 850 acides aminés), il a été choisi

d’utiliser la phylogénie de SRK dans les analyses décrites ci-dessous.
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Figure 16.A. Couples de positions montrant un signal de coévolution entre les protéines SCR et SRK, dans le cadre de I’analyse par paires (DUTHEIL et al.
2005). Cette représentation prend en compte la totalité de la protéine SCR, mais seulement les positions 1 a 115 de la protéine SRK. Une représentation
schématique de SRK, comprenant les différentes régions fonctionnelles du domaine S en gris foncé (MARCHLER-BAUER et al. 2011) et les régions hypervariables
chez Brassica (HVR1, HVR2, HVR3 et CVR respectivement (NISHIO & KUsABA 2000)) en rouge, est incluse en haut de la figure afin de fournir plus de précision
quant a la localisation de la région étudiée. En vert sont représentées les positions détectées par compensation, en bleu les positions détectées par corrélation,
et en orange les positions détectées dans les deux cas. Par ailleurs, les huit résidus de cystéine caractéristiques de la plupart des protéines SCR sont indiqués
en gris. TM : Domaine transmembranaire.
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B - ANALYSE PAR PAIRES

Utilisée entre les protéines SCR et SRK, I'analyse par paires a permis de détecter un grand nombre de
couples de sites montrant un signal de coévolution : 399 couples sous corrélation et 1361 sites sous
compensation (P-value < 0.05). Cependant, dans chacun de ces cas, aucun couple ne reste significatif
apres correction pour tests multiples. En choisissant un seuil arbitraire de P-value = 0.01, 64 et 35
couples de sites sont respectivement détectés sous corrélation et sous compensation (voir I’annexe 1
pour le détail). De manieére intéressante, tous les sites détectés sur la protéine SRK avec une P-value
inférieure a 0.01 se répartissent en seulement deux ensembles clairement distincts dans le domaine S,
le premier entre les positions 12 et 105 de I'alignement (Figure 16.A) et le second entre les positions
200 et 279 (Figure 16.B). Le premier ensemble de sites comprend le début de la région fonctionnelle B-
lectin et le second comprend le début de la région fonctionnelle SLG (S-Locus Glycoprotein). La région
hypervariable HVR1 et une partie de la région HVR2, définies chez Brassica (NISHIO and KusaBa
2000), sont également comprises dans ce second ensemble. Aucun site potentiellement sous
coévolution n'est détecté dans le reste du domaine S de la protéine SRK, y compris dans les régions
hypervariables HVR3 et CVR (NISHIO and KusaBa 2000), ou dans les domaines transmembranaire et
kinase. Au niveau de la protéine SCR, les sites détectés se répartissent sur I’ensemble de la séquence.
Cependant, il peut étre remarqué que les sites comprenant les deux résidus de cystéine qui ne sont pas
conservés chez AISCR39 (positions 48 et 82 sur I’alighement) sont détectés comme coévoluant avec de
nombreux autres sites, que ce soit par corrélation ou par compensation. De maniere plus générale, 30
sites sont détectés a la fois sous corrélation et sous compensation. 69 sites sont détectés uniquement

sous corrélation et 54 sites uniquement sous compensation.

C - ANALYSE PAR CLUSTERS ENTRE SCR ET SRK

L’analyse par clusters a été utilisée sur la totalité de la protéine SCR et sur le domaine S de la protéine
SRK. Entre SCR et SRK, 9 et 16 groupes pouvant comprendre jusque 8 sites ont respectivement été
détectés par corrélation et par compensation (Figures 17.A et 17.B ; voir également 'annexe 1 pour le
détail). Contrairement a I'analyse par paires, ces groupes se répartissent dans la totalité du domaine S
de SRK et ne sont pas restreints a des zones particulieres. On retrouve ainsi des sites potentiellement
sous coévolution dans les régions fonctionnelles B-lectin, SLG ou PAN-APPLE ainsi que dans les
régions hypervariables HVR1, HVR2 et CVR (NISHIO and KusABA 2000). Au niveau de SCR, il peut
étre remarqué que les positions 48 et 82, caractérisées par la perte de deux résidus de cystéine chez
AISCR39, montrent un signal de coévolution par corrélation avec un groupe de quatre sites sur SRK.
D’un point de vue général, 7 sites sont a la fois détectés sous corrélation et sous compensation. 21 sites

le sont uniquement sous corrélation et 34 sites uniquement sous compensation.
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Figure 16.B. Couples de positions montrant un signal de coévolution entre les protéines SCR et SRK, dans le cadre de 1’analyse par paires (DUTHEIL et al.
2005). Cette représentation prend en compte la totalité de la protéine SCR, mais seulement les positions 188 a 302 de la protéine SRK. Une représentation
schématique de SRK, comprenant les différentes régions fonctionnelles du domaine S en gris foncé (MARCHLER-BAUER et al. 2011) et les régions
hypervariables chez Brassica (HVR1, HVR2, HVR3 et CVR respectivement (NISHIO & KusABA 2000)) en rouge, est incluse en haut de la figure afin de fournir
plus de précision quant a la localisation de la région étudiée. En vert sont représentées les positions détectées par compensation, en bleu les positions
détectées par corrélation, et en orange les positions détectées dans les deux cas. Par ailleurs, les huit résidus de cystéine caractéristiques de la plupart des
protéines SCR sont indiqués en gris. TM : Domaine transmembranaire.
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D - ANALYSE PAR CLUSTERS AU SEIN DE SRK

L’analyse par clusters a également permis de détecter des groupes de sites n'impliquant que des
groupes de positions sur SRK (voir I’annexe 1 pour la liste compléte des groupes détectés). Ainsi, 11 et
25 groupes de sites ont respectivement été détectés sous corrélation et sous compensation a l'intérieur
du domaine S de SRK (Figure supplémentaire 11). Ces groupes, constitués de 2 a 10 sites, semblent se
répartir de maniere relativement homogene dans le domaine S de SRK et ne se retrouvent pas
préférentiellement dans I'une de ses régions fonctionnelles ou dans les régions hypervariables. A

I'inverse, aucun groupe n'impliquant que des sites sur SCR n’a été mis en évidence par cette analyse.

E - COMPARAISON DE L’ANALYSE PAR PAIRES ET DE L’ ANALYSE PAR CLUSTERS

De maniere globale, les analyses par paires et par clusters semblent apporter des résultats différents
dans la détection de sites sous coévolution entre les protéines SCR et SRK (Figure 18) et la question de
la cohérence entre ces deux types d’approches peut étre posée. Au niveau de la protéine SRK, les sites
détectés dans le cadre de I'analyse par paires sont tres localisés alors qu’ils sont dispersés dans la
totalité du domaine S dans le cadre de I'analyse par clusters. Au total, 55 sites sont détectés dans le
domaine S par I'analyse par paires, et 43 sites par 1’analyse par clusters lorsque I'on ignore les groupes
détectés uniquement au sein de la protéine du pistil. 11 sites sont communs entre les deux analyses. La
probabilité de tirer ainsi au moins 11 sites communs par deux tirages aléatoires de 55 et 43 sites parmi
les 416 sites sans gaps de l'alignement étant faible (loi hypergéométrique, probabilité = 0.0157), on
peut en déduire que les deux analyses sont cohérentes entre elles. Au niveau de SCR, 38 et 17 sites
sont respectivement mis en évidence par la méthode par paires et la méthode par clusters, avec 13 de
ces sites communs entre les deux analyses. De la méme maniére que pour SRK, la probabilité de tirer
au moins 13 sites en commun dans deux tirages indépendants de 38 et 17 sites parmi 64 sites est tres
faible (loi hypergéométrique, probabilité = 0.00721) et les deux analyses sont par conséquent plus

cohérentes entre elles qu’attendu par hasard.

Dans les différents types d’analyses, les sites détectés sous coévolution ne semblent pas se répartir
préférentiellement dans les régions hypervariables connues chez Brassica (NISHIO and KusaBa 2000).
Cette tendance a été testée a 1'aide de deux groupes de couples de positions définis selon qu’ils
impliquaient ou non des positions dans les régions hypervariables. Le degré de coévolution de ces
deux groupes n’a pas été jugé statistiquement différent (Test de Student, p-value = 0.383). Les régions
hypervariables définies chez Brassica ne semblent par ailleurs pas particulierement correspondre a des

pics de diversité chez Arabidopsis (Figure 18).
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Figure 17.A. Groupes de positions montrant un signal de coévolution par corrélation entre le domaine S de la protéine SRK et la protéine SCR dans le
cadre de I’analyse par clusters (DUTHEIL & GALTIER 2007). Une représentation schématique du domaine S de SRK est incluse en haut de la figure, indiquant
les différentes régions fonctionnelles (MARCHLER-BAUER et al. 2011) et les régions hypervariables connues chez Brassica (NISHIO & KUsABA 2000). Les résidus
de cystéine caractéristiques de la protéine SCR sont quant a eux indiqués par des fleches. Les positions indiquées se référent a 1'alighement des séquences
protéiques, et non aux positions absolues sur les séquences.
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IV - DISCUSSION

La reconnaissance de type clé-serrure des protéines du pollen et du pistil impose un processus de
coévolution. Si les patrons d’évolution du locus d’auto-incompatibilité ont dans la plupart des cas été
étudiés sur la base d'un seul des deux genes impliqués, le géne SRK en l'occurrence, 1'approche
génomique permet ici d’avoir accés au second partenaire de l'interaction et d’étudier directement ce

processus.

A - CORRELATION ET COMPENSATION

La coévolution est un rapport réciproque entre deux ou plusieurs entités biologiques, des protéines
dans notre cas présent, qui varient simultanément en fonction les unes des autres. Cette relation
évolutive est le reflet des contraintes que subissent ces protéines qui interagissent. Dans le cadre du
systtme d’auto-incompatibilité et de la coévolution des protéines du pistil et du pollen, deux
processus peuvent étre mis en cause. Afin qu’il ne soit pas rompu, le systéme d’auto-incompatibilité
nécessite que les protéines du pistil et du pollen maintiennent leur reconnaissance. La coévolution
peut donc tout d’abord étre liée a cette contrainte spécifique. On peut imaginer que c’est notamment le
cas des sites soumis a compensation : un site mute pour compenser les changements intervenus a une
ou plusieurs autres positions qui lui sont liées et ainsi éviter la rupture de 1'auto-incompatibilité au
sein de la spécificité concernée. Par ailleurs, la coévolution peut également étre liée a 1'évolution de
nouvelles spécificités. On peut alors imaginer que c’est davantage le cas des sites soumis a
corrélation : les deux protéines d'une spécificité donnée évoluent conjointement en s’éloignant de leur
état ancestral. La nouvelle spécificité engendrée bénéficiera alors de 'avantage du rare conféré par la

sélection fréquence-dépendante et sera fortement sélectionnée.

B - COMPARAISON DES SITES DETECTES DANS LE GENRE ARABIDOPSIS ET LE GENRE BRASSICA

Les genres Arabidopsis et Brassica partageant le méme systeme d’auto-incompatibilité sporophytique,
on peut se demander s’ils tendent a montrer les mémes sites en situation de coévolution. Pour
répondre & cette question, nos résultats peuvent étre comparés avec une analyse par clusters réalisée
au sein de SRK chez plusieurs especes du genre Brassica (DUTHEIL and GALTIER 2007). Cette analyse a
permis de mettre en évidence 14 groupes impliquant un total de 30 sites sous corrélation, et 23
groupes impliquant 40 sites sous compensation. Si les séquences utilisées de Brassica sont alignées
avec les données présentées ici, les sites détectés dans les deux cas peuvent étre confrontés. Sur les 30
sites mis en évidence sous corrélation, trois (les sites 63, 194 et 397) sont retrouvés dans nos données.
De la méme manieére, sur les 40 sites détectés sous compensation, cinq (les sites 31, 63, 93, 129 et 366)
sont retrouvés dans nos données. La probabilité de détecter au hasard au moins autant de sites en
commun au travers de deux analyses successives étant élevée (loi hypergéométrique,

probabilité = 0.452 dans le cas de la corrélation et probabilité = 0.651 dans le cas de la compensation),
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Figure 17.B. Groupes de positions montrant un signal de coévolution par compensation entre le domaine S de la protéine SRK et la protéine SCR dans le
cadre de I’analyse par clusters (DUTHEIL & GALTIER 2007). Une représentation schématique du domaine S de SRK est incluse en haut de la figure, indiquant
les différentes régions fonctionnelles (MARCHLER-BAUER ef al. 2011) et les régions hypervariables connues chez Brassica (NISHIO & KUsABA 2000). Les résidus
de cystéine caractéristiques de la protéine SCR sont quant a eux indiqués par des fleches. Les positions indiquées se réféerent a I'alignement des séquences
protéiques, et non aux positions absolues sur les séquences.
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les deux analyses ne sont pas plus cohérentes entre elles que ce qu’il serait attendu par hasard. Deux
hypothéses peuvent étre avancées pour expliquer ces différences. Tout d’abord, avec 16 séquences
étudiées, notre jeu de données est moins important que chez Brassica (53 séquences (DUTHEIL and
GALTIER 2007)). On pourrait donc s’attendre a ne détecter qu'un sous-ensemble du signal mis en
évidence chez Brassica. D’autre part, on sait que le genre Brassica a connu un fort goulot
d’étranglement, a l'issue duquel n’ont été conservés que deux alleles d’auto-incompatibilité (CASTRIC
and VEKEMANS 2007; EDH et al. 2009a). Les différents alleles présents aujourdhui chez Brassica étant
probablement issus d’un processus de re-diversification a partir de ces deux seuls alleles, on peut
imaginer que les sites ayant tendance a coévoluer, dans le but de maintenir la reconnaissance ou
d’évoluer vers une nouvelle spécificité, ne sont pas les mémes que dans le genre Arabidopsis qui n'a
pas subi cette re-diversification. Sous cette hypothese, les sites impliqués dans l'interaction pollen-
pistil seraient distincts dans les différentes lignées alléliques, en accord avec 1'observation que les sites
sous sélection positive chez SRK ne sont pas identiques entre les différentes espéces (CASTRIC and
VEKEMANS 2007). Cette hypothese explique en outre que les sites détectés dans nos analyses ne se
regroupent pas préférentiellement dans les régions hypervariables définies dans le genre Brassica
(N1sHIO and KusABA 2000) et est supportée par 1'analyse de la diversité le long du domaine S de SRK

(Figure 18).

C - COEVOLUTION LIEE A L’ ABSENCE D’UN PONT DISULFURE

La cystéine est un acide aminé caractérisé par la présence d'un groupement sulthydryle qui lui permet
de former des ponts disulfures. Dans la majeure partie des cas, la protéine SCR compte huit résidus de
cystéine conservés (BOGGS et al. 2009a; BOGGS et al. 2009b; KUSABA et al. 2001; TSUCHIMATSU et al. 2010).
Dans la structure tridimensionnelle de la protéine, ces résidus de cystéine se regroupent par deux,
chaque couple étant lié par un pont disulfure (CHOOKAJORN et al. 2004). La protéine AISCR39 se
distingue des autres par le fait qu’elle ne présente pas le deuxieme et le cinquiéme résidu de cystéine
(voir 'annexe 1.A pour l'alignement des protéines SCR). Ces deux résidus étant impliqués dans
I'établissement d’un pont disulfure particulier (voir la Figure 1 de CHOOKAJORN et al. (2004)), elle ne
posséde par conséquent que trois de ces liens. De maniére intéressante, les deux sites comprenant ces
résidus de cystéine qui sont perdus chez AISCR39 (les sites 48 et 82) sont détectés comme coévoluant
avec divers sites dans toutes les analyses effectuées ici. On peut ainsi supposer que les contraintes
physiques liées a I'absence de I'un des ponts disulfures engendrent la nécessité d’une coévolution avec

d’autres sites afin de conserver la fonctionnalité de I'interaction des protéines du pollen et du pistil.

D - PERSPECTIVES

L’analyse préliminaire de la coévolution entre les protéines du pistil et du pollen dans le cadre de
I'auto-incompatibilité a permis de mettre en évidence 1'existence d'un signal de coévolution fort entre

le domaine S de SRK et SCR, traduisant les contraintes qui régissent leur interaction. Dans le cadre de
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Figure 18. Récapitulatif des sites détectés dans les protéines SRK (uniquement le domaine S) et SCR par les différents types d’analyses.

Cette figure regroupe, pour les deux protéines analysées :
A. Une analyse en fenétre coulissante de la diversité (1) le long de la protéine, avec une taille de fenétre de 7 acides aminés et un pas de 1 acide aminé.

Les régions hypervariables détectées pour SRK dans le genre Brassica (NISHIO & KusaBA 2000) sont représentées par des rectangles grisés et ne
semblent pas correspondre a des régions hypervariables chez Arabidopsis lyrata et A. halleri.

Les sites détectés sous corrélation dans le cadre de 1’analyse par paires.

Les sites détectés sous compensation dans le cadre de 1’analyse par paires.

Les sites détectés sous corrélation dans le cadre de I'analyse par clusters.

Les sites détectés sous compensation dans le cadre de I’analyse par clusters.
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I'analyse par paires, la totalité de la protéine SRK a été testée. Les sites détectés sont exclusivement
restreints au domaine S de la protéine, c'est-a-dire a la partie impliquée dans la reconnaissance du
pistil et du pollen. Cette localisation précise supporte le fait que ces sites sont bien liés a une
interaction spécifique des protéines du pollen et du pistil et non seulement a leur histoire partagée. A
terme, 1'obtention de nouveaux couples de protéines SCR-SRK pourrait permettre d’établir une carte
précise des sites qui coévoluent les uns avec les autres. D’autres perspectives pourraient également se
révéler intéressantes. Avec un nombre de couples de protéines plus important, il pourrait par exemple
étre envisagé de réaliser des analyses séparées au sein des quatre classes phylogénétiques, afin de
potentiellement y mettre en évidence des groupes de sites spécifiques. Par ailleurs, des approches
fonctionnelles pourraient également étre couplées a ces analyses prédictives. Des positions candidates
pourraient ainsi étre testées par introduction de mutations, afin de déterminer si ces modifications

suffisent a perturber la reconnaissance du pollen et du pistil.
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SYNTHESE

I - APPORTS ET LIMITES DES APPROCHES GENOMIQUES DANS L'ETUDE DU SYSTEME

D’ AUTO-INCOMPATIBILITE

Parce qu’il est soumis a des contraintes sélectives fortes et originales, le systéeme d’auto-incompatibilité
chez les plantes hermaphrodites est un systéme génétique complexe. Avec douze séquences
génomiques comprenant la région du locus S dans le genre Arabidopsis, cette thése propose I'analyse
d’un jeu de données important. Ainsi, alors que la génomique se fait de plus en plus présente en
biologie, elle illustre les apports et les limites de ce type d’approche dans I'étude d'une telle région

génomique.

A - CONSIDERER LA REGION DU LOCUS D’ AUTO-INCOMPATIBILITE DANS SON ENSEMBLE

Si la plupart des études décrivant 1’auto-incompatibilité sont basées sur des séquences partielles du
locus S, le plus souvent provenant du déterminant femelle SRK uniquement, 'approche génomique a
I'intérét de considérer la région génomique dans son ensemble. Ce changement d’échelle a permis de

prendre en compte plusieurs aspects de cette région génomique qui n’étaient que peu documentés.

Tout d’abord, la comparaison des différents haplotypes a permis de délimiter avec précision le locus
d’auto-incompatibilité en lui-méme. Nous avons ainsi choisi de le définir comme étant la région
génomique située entre les deux points précis qui marquent la rupture de la zone recombinante a la
zone non-recombinante. Selon cette définition, le locus d’auto-incompatibilité s’étend d’un point situé
apres les régions promotrices de la U-box jusqu’a un point situé au niveau du codon stop du gene
ARK3. Une premiere estimation précise de la taille du locus S a par conséquent pu étre établie en
évaluant I'étendue de la zone non-recombinante. Cette estimation peut étre mise en rapport avec les
travaux concernant le fardeau génétique lié au locus d’auto-incompatibilité. En effet, en raison du
temps de résidence important des haplotypes d’auto-incompatibilité en populations naturelles et de la
restriction locale de la recombinaison, on s’attend a ce que le locus S soit soumis a une accumulation
de mutations déléteres récessives (UYENOYAMA 1997). Le taux d’homozygotie étant tres faible au
niveau de cette région génomique, ces mutations déléteres n’auraient que trés rarement I’occasion
d’étre exprimées et ne seraient par conséquent pas purgées. Un fardeau génétique particulier serait
ainsi lié & chaque haplotype d’auto-incompatibilité. On s’attend par ailleurs a ce qu’il soit d’autant
plus important que le niveau de dominance de I'haplotype concerné est élevé, parce que les
haplotypes les plus dominants subissent une restriction de la recombinaison plus importante.
L’existence de ce fardeau génétique lié au locus d’auto-incompatibilité a par exemple été mise en

évidence chez A. halleri grace a des expériences de pollinisation forcée (LLAURENS et al. 2009b). Cette
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étude a en outre confirmé que ce phénomene était fort dans le cas des haplotypes les plus dominants
(par exemple Ahl5) et indécelable dans le cas de I'haplotype le plus récessif (Ah01). En connaissant a
présent l'étendue de la région non-recombinante, on peut se demander comment une région
génomique si localisée et contenant aussi peu de genes que le locus d’auto-incompatibilité peut

entrainer un tel fardeau génétique.

Dans un second temps, en tenant compte de la région génomique dans son ensemble, les éléments
transposables ont pu étre annotés et quantifiés. En effet, si leur présence au locus d’auto-
incompatibilité avait déja été mentionnée chez plusieurs espéces (CUI et al. 1999; FUIMOTO et al. 2006;
GUO et al. 2011; TOMITA et al. 2004; WHEELER et al. 2003), leur abondance par rapport a une région
quelconque du génome n’avait encore jamais été analysée. Les données génomiques disponibles chez
I'espéce auto-incompatible A. lyrata (HU et al. 2011) couplées a I'analyse des séquences BAC présentées
ici, ont donc permis de souligner l'importance des éléments transposables au locus d’auto-
incompatibilité, comme cela avait déja été mis en évidence dans le cas d’autres régions génomiques
impliquées dans le déterminisme du sexe (BACHTROG 2005; HOOD et al. 2004; MARAIS et al. 2008). De
plus, le nombre important d’haplotypes analysés a permis de mettre en évidence des patrons
différents selon le niveau de dominance, avec une densité en éléments transposables plus importante
dans le cas des haplotypes les plus dominants. L'influence de ces éléments transposables sur la région
génomique du locus d’auto-incompatibilité reste toutefois a déterminer. On pourrait en particulier
supposer qu’ils sont impliqués dans le fardeau génétique précédemment décrit, mais il est cependant
difficile d'imaginer que le cotit de leur accumulation soit si fort qu’il en est mesurable empiriquement

(LLAURENS et al. 2009b).

Enfin, l'obtention des séquences analysées dans cette thése a permis de comparer le locus d’auto-
incompatibilité en lui-méme et ses régions flanquantes. Des patrons d’évolution moléculaire
contrastés ont ainsi pu étre mis en évidence, que ce soit au travers des phylogénies des genes ou de la
diversité structurale (ordre et orientation des genes) de ces deux régions. Ces résultats illustrent
notamment a quel point I'effet des contraintes sélectives agissant sur une région génomique telle que

le locus S peut étre a la fois important et localisé.

B - ANALYSE DE COUPLES DE SEQUENCES SCR ET SRK

L’obtention de la séquence complete du locus d’auto-incompatibilité a également permis d’accéder
aux séquences du déterminant méle SCR et de confronter ses patrons d’évolution moléculaire a ceux
du déterminant femelle SRK. En plus de mettre en évidence chez SCR la conservation des classes
phylogénétiques définies chez SRK, ces données constituent la premiére opportunité d’étudier
directement le processus de coévolution liant les deux partenaires de ce systéme clé-serrure. Peu

d’attendus théoriques existent sur les modalités exactes de ce type de processus. En particulier, on

ignore si les mutations subies par I'un des deux genes entrainent le passage par un intermédiaire
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partiellement auto-compatible avant que le partenaire ne soit sujet & des mutations venant réactiver
Iinteraction, que ce soit au sein d'une spécificité donnée ou dans le cadre de I'évolution vers une
spécificité nouvelle (CHARLESWORTH 2000). On ignore également le nombre de sites qui sont impliqués
dans l'interaction moléculaire entre le pollen et le pistil. On peut en effet imaginer qu’un nombre
important de mutations soit nécessaire pour déstabiliser l'interaction (CHOOKAJORN et al. 2004). A
I'inverse, une mutation unique pourrait suffire a briser la reconnaissance entre les deux protéines,
comme cela a par exemple été montré dans le cas d'un systéme gamétophytique de type S-RNase chez
Solanum chacoense (MATTON et al. 1999). Par ailleurs, la vitesse d’évolution du processus de coévolution
est encore inconnue. Dans un cas extréme, si les contraintes mutuelles sont extrémement strictes sur
les partenaires de l'interaction, on pourrait effectivement s’attendre & ce que la coévolution favorise le
maintien des combinaisons telles qu’elles sont, tendant a figer les partenaires dans leur évolution.
Dans le cas contraire, la coévolution pourrait étre envisagée comme une sorte de course évolutive
dans laquelle 'un des partenaires mute aussi rapidement que possible pour suivre toutes les
variations qui se produisent sur le second. Dans ce contexte, nos données ont permis de mettre en
évidence un signal de coévolution important entre les protéines SCR et SRK, reflétant les contraintes
spécifiques qui les lient. Ce signal pourra par la suite étre affiné grace a 1'obtention de nouvelles
données et des analyses fonctionnelles pourront permettre, par introduction de mutations par
exemple, de valider les positions mises en cause. Il reste cependant encore difficile d’envisager de
quelle maniere ce signal de coévolution pourra étre mis en relation avec les analyses théoriques
prédisant notamment que la dynamique de diversification allélique implique préférentiellement des
mutations au niveau du pollen suivies de mutations compensatrices au niveau du pistil (GERVAIS et al.

2011; UYENOYAMA et al. 2001).

C - UTILISATION DE DONNEES NON EXPLOITEES

A une échelle plus large, le projet 1001 génomes (WEIGEL and MOTT 2009) vise a obtenir la séquence
du génome complet d"un millier d’accessions chez A. thaliana. 1l offre par conséquent la possibilité de
décrire la diversité d’un locus d’auto-incompatibilité apres que le systéme ait été rompu. Cependant,
certaines régions des génomes ne peuvent pas étre assemblées par les méthodes classiques, et les
données qui les concernent ne peuvent étre exploitées. C'est le cas notamment du locus d’auto-
incompatibilité, en raison de sa forte divergence, et son étude nécessite l'utilisation de méthodes
génomiques complémentaires. Nous avons donc réalisé de nouveaux assemblages du locus d’auto-
incompatibilité, en prenant chacun des haplogroupes principaux comme référence. Les résultats
obtenus illustrent I'intérét de la méthode génomique ciblée qui a été la notre. En effet, en I'absence de
la séquence de I'haplogroupe C décrite dans le chapitre 1I, les lectures issues du projet 1001 génomes
et concernant la région génomique du locus d’auto-incompatibilité seraient restées inexploitées, faute

d’avoir les références auxquelles les comparer. La mise a disposition de nouvelles séquences du projet
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1001 génomes pourra ainsi permettre par la suite d’affiner le scénario de dégénérescence du locus

d’auto-incompatibilité qui a été proposé dans ce méme chapitre.

1I - PERSPECTIVES

Les résultats et les données présentés dans le cadre de cette theése ouvrent également de nouvelles
pistes de recherche dans 1'étude du locus d’auto-incompatibilité, que ce soit par l'analyse des
séquences disponibles grace a des méthodes non utilisées ici ou par l'acquisition de nouvelles

données.

A - DETERMINATION DE LA DOMINANCE

Tout d’abord, les phénomeénes moléculaires responsables de la dominance des genes d’auto-
incompatibilité restent encore mal connus. Concernant le gene pollen SCR dans le genre Brassica, il a
été montré que dans le cas d'un individu hétérozygote, I'absence d’expression d’un allele donné en
présence d'un second plus dominant était induite par la méthylation de son promoteur (SHIBA et al.
2006). La méthylation de ce méme alléle ne s’observe pas lorsqu’il est en présence d’un allele plus
récessif, ou chez un individu homozygote. Un alléle particulier ayant toujours le méme niveau de
dominance, on peut avancer que I'élément provoquant la méthylation du promoteur est lié au locus S.
Néanmoins, cet élément n’est pas 1’allele dominant lui-méme. En effet, chez un individu hétérozygote,
la suppression de la séquence codante de l'allele dominant ne rétablit pas 1'expression de l'allele

récessif (FUIIMOTO and NIsHIO 2007).

Les petits ARN sont de courtes molécules d’ARN d’environ 20 a 30 nucléotides. Tres abondants chez
les plantes (VOINET 2009), ils sont impliqués dans de nombreux mécanismes de contréle de
I'expression des genes, soit transcriptionnels soit post-transcriptionnels selon qu’ils interagissent
directement avec le géne concerné ou son ARNy (CARTHEW and SONTHEIMER 2009). Récemment,
Tarutani et al. (2010) ont montré que, chez B. rapa, la méthylation des alléles appartenant a la classe
récessive était contrdlée par un petit ARN non-codant, nommé Sy;. Exprimé dans les antheres, cet
élément se trouve sur les haplotypes dominants a une distance de 15 a 25 kb du gene SCR. La question
de la généralisation de ce mécanisme de contrdle a d’autres espeéces, et en particulier aux especes du
genre Arabidopsis, pose des difficultés intéressantes. En effet, les haplotypes d’auto-incompatibilité
dans le genre Arabidopsis se groupent en au moins quatre classes de dominance (PRIGODA et al. 2005),
alors que deux seulement coexistent dans le genre Brassica (NASRALLAH et al. 1991) et on peut par
conséquent s’attendre a des patrons plus complexes, nécessitant potentiellement la coexistence de
plusieurs petits ARN non codants. Dans ce contexte, les séquences génomiques du locus d’auto-
incompatibilité chez Arabidopsis analysées dans le cadre de ce travail peuvent permettre d’identifier

des petits ARN non codants ciblant les régions promotrices du géne SCR, a l'aide de programmes
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informatiques prédictifs (ALEXIOU ef al. 2009). L’expression de petits ARN candidats pourrait dans un

second temps étre vérifiée par des expériences de séquencage massif des petits ARN.

De plus, si le role des petits ARN dans le controle de la dominance au sein du genre Arabidopsis était
confirmé, la question de leur origine pourrait alors étre posée. Ces éléments pourraient en effet étre
engendrés a partir de structures tige-boucle, elles-mémes formées par le biais des séquences répétées
des éléments transposables (PIRIYAPONGSA and JORDAN 2007), et recrutés dans un second temps dans
le cadre du contréle de la dominance. Puisque nous avons montré que l'accumulation d’éléments
transposables était plus importante pour les haplotypes dominants, on peut supposer que ces derniers
sont plus susceptibles de recruter de nouveaux petits ARN. Ainsi, une fois acquis un certain niveau de
dominance, ils pourraient étre entrainés dans un cycle qui les pousserait a devenir de plus en plus

dominants.

B - DIVERSITE INTRA-HAPLOTYPIQUE AU SEIN ET ENTRE ESPECES

Les données de cette thése comportent une douzaine d’haplotypes d’auto-incompatibilité répartis
dans les quatre classes de dominance connues dans le genre Arabidopsis. L’analyse de nouvelles
séquences pourrait permettre des comparaisons plus fines, par exemple a travers la comparaison de

couples trans-spécifiques ou de plusieurs séquences montrant la méme spécificité.

1 - Couples trans-spécifiques

Les haplotypes du locus d’auto-incompatibilité se maintenant sur de longues périodes de temps
(VEKEMANS and SLATKIN 1994), les espéces proches telles que A. halleri, A. lyrata et A. thaliana
présentent du polymorphisme trans-spécifique et partagent une partie de leurs spécificités.
Cependant, si 'on sait que les couples trans-spécifiques sont issus de 1'évolution d'un méme
haplotype ancestral et possedent des séquences SRK fortement similaires (CASTRIC et al. 2008), on ne
connait rien de la diversité de leur région génomique. Cette diversité d'un méme haplotype chez
plusieurs espeéces pourrait en particulier étre évaluée en comparant leur taille, I’orientation relative de
leurs genes mais aussi leur contenu en éléments transposables. De plus, deux types de couples trans-
spécifiques pourraient étre analysés. En effet, des comparaisons pourraient tout d’abord étre
effectuées entre des haplotypes fonctionnels chez A. halleri et A. lyrata. Par exemple, I"haplotype
récessif Al01, présent dans nos données, pourrait étre comparé a 1'haplotype AhOI. De la méme
maniére dans les autres classes phylogénétiques, les haplotypes Al14, Al13 et Al39, que nous avons
analysés dans le cadre de cette thése pourraient étre comparés a leurs haplotypes trans-spécifiques
respectifs, a savoir Ah09, Ah29 et Ahl8. D’autre part, des comparaisons pourraient étre entreprises
entre les haplotypes non-fonctionnels chez A. thaliana et leurs haplotypes trans-spécifiques
fonctionnels chez A. halleri et A. lyrata, afin de comprendre les patrons de dégénérescence d’un locus

d’auto-incompatibilité a la suite de la perte du systeme. Ainsi, I'haplotype Al16 ayant été récemment
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séquencé (GUO et al. 2011), on sait que I'orientation de ses genes est identique a celle de son haplotype
trans-spécifique non-fonctionnel chez A. thaliana (haplogroupe B (TANG et al. 2007)) mais que Al16 est
largement plus étendu (GUO et al. 2011). 1l serait donc intéressant a présent de comparer précisément
leurs contenus respectifs en éléments transposables. De la méme maniére, les séquences des
haplogroupes A (Col-0 (THE ARABIDOPSIS GENOME INITIATIVE 2000)) et C (Ita-0, voir le Chapitre II) chez
A. thaliana pourraient étre comparées a leurs haplotypes trans-spécifiques: Ah04 et Al37 pour le

premier, et AI36 pour le second.

2 - Evaluation de la diversité intra-haplotype au sein d'une espéce

A une échelle plus fine encore, la diversité du locus d’auto-incompatibilité pourrait également étre
évaluée au sein d'une méme spécificité chez une espéce donnée. On ignore en effet a quel point la
région génomique encadrant les genes SCR et SRK est divergente dans une méme lignée, et deux cas
extrémes peuvent étre envisagés. Deux séquences portant la méme spécificité peuvent présenter une
séquence identique entre les deux points que nous avons définis comme les limites du locus d’auto-
incompatibilité. A l'inverse, ces deux séquences peuvent ne partager que les éléments précis qui
conferent la spécificité, a savoir les génes SCR et SRK, et potentiellement les petits ARN non codants
s’ils sont effectivement impliqués dans le contréle de la dominance. Dans ce contexte, il pourrait étre
intéressant d’obtenir des séquences portant la méme spécificité mais provenant de régions
géographiques différentes. De la méme maniére que pour les couples trans-spécifiques, leur diversité
pourrait étre analysée par leur taille, I'organisation de leurs genes ou leur abondance en éléments
transposables. De plus, les patrons de diversité observés pourraient étre confrontés entre les lignées
d’haplotypes récessifs, qui ont la possibilité de recombiner et d’atteindre des fréquences relativement
fortes, et les lignées d’haplotypes dominants, qui ne peuvent au contraire pas recombiner et se

maintiennent a des fréquences trés faibles (BILLIARD et al. 2007; SCHIERUP et al. 1997).

IIT - CONCLUSION GENERALE

Le systeme d’auto-incompatibilité chez les plantes hermaphrodites a longtemps été étudié au travers
d’approches ciblées sur des fragments d’ADN de petite taille (quelques centaines de paires de bases).
Depuis quelques années, les méthodes génomiques se font de plus en plus présentes dans le domaine
de la biologie évolutive. Cependant, les nouvelles techniques de séquencage ne permettent pas encore
d’accéder directement a des régions fortement polymorphes telles que le locus S. Dans ce contexte,
cette thése se place a une échelle intermédiaire entre les approches de type PCR et le séquencage de
génomes complets. Elle allie pour cela des données issues du séquengage ciblé de la région génomique
d’intérét et les données génomiques disponibles chez les espéces étudiées. L'utilisation de ce type

d’approche est pertinente dans I'étude d’une région complexe telle que le locus d’auto-incompatibilité
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et a permis d’approfondir différents aspects présentés dans ce document : la comparaison entre la
région en elle-méme et ses régions flanquantes, la diversité structurale du locus S, la densité en
éléments transposables, la dégénérescence de la région génomique aprés rupture du systeme ou
encore les patrons de coévolution des déterminants male et femelle. A moyen terme, on peut supposer
que les progres incessants des nouvelles technologies de séquencage a haut débit et d’assemblage
permettront d’accéder aux régions fortement polymorphes par le séquengage de génomes complets.
Les données engendrées pourraient ainsi permettre de caractériser au niveau moléculaire d’autres
types de systéemes d’auto-incompatibilité. Malgré les perspectives que ces données peuvent offrir, des
analyses fonctionnelles resteront toutefois nécessaires afin de mettre en évidence les déterminants

maéle et femelle et de saisir toute la complexité de leurs interactions.
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Supplementary table 1. Description of the different clones.
Two clones were necessary to cover the entire S-locus for three haplotypes : Al18, Ah28 and Ah15.

BAC BACsize  Number of reads Average size of reads Coverage Number of contigs Genes at extremities
Alo1 100 937 10 900 331 35.74 4 At4921270° - At4g21430
All4 117 539 54 361 344 159.09 3 At4g21300 - At4g21480
Al18 BAC1 88 062 15 066 372 63.64 3 At4921300 - SRK#
Al18 BAC2 96 061 5126 346 18.46 4 SRK - At4¢21500
Ah03 84197 6848 359 29.20 8 SCR - At4321430
Ah28 BAC1 101 609 9569 362 34.09 2 At4g21323 - SRK®
Ah28 BAC2 94 078 18 635 349 69.13 3 SCR - At4g21470
Al39 90 060 17 367 376 75.22 5 At4g21320 - At4g21410¢
Ah13 88 292 11931 348 47.03 5 At4921326 - SRK
Ahl5 BAC1 109 343 8877 351 28.50 9 SCR - At4g21440
Ahl5 BAC2 85357 10 636 345 42.99 4 At4¢21310 - SRK
Ah20 105 142 27 578 350 91.80 5 At4g21300° - At4g21430¢
Ah32 115243 15378 351 46.84 5 At4921326 - At4921440
Ah43 95 096 12 656 378 47.54 8 SCR* - ARK3¢

2 The sequence is incomplete because the BAC sequence ends into the gene
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Supplemental figure 1. Sequence conservation at the S-locus boundaries between Al13 (the reference A.
lyrata genome) and each of the other haplotypes. Sequences not available for the U-box side (Ah03 and
Ah43) were not represented. Distance from the homology breakpoint is indicated under each graph.
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Supplementary figure 2. Phylogeny of pseudo-ARK3 sequences, SRK and ARK3. Phylogeny was
constructed using a Minimum Evolution analysis.
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Supplementary figure 3. Separate phylogenies of the S-locus Region genes. Phylogenies were obtained
by the Minimum Evolution method, and are based on protein sequences, with the A. thaliana reference

sequences (Col-0) as outgroup.
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Supplementary figure 6. Annotation of genes and transposable elements for the 12 S-haplotypes. The S-locus genes are represented in black rectangles,
with delimitation of their exons. Other genes are depicted in light gray. Transposable elements are shown in dark gray, and their fragmentation is indicated
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Supplementary table 2. List of the transposable elements detected in the BAC sequences.
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Haplotype Name Type Size
Alo1 ARNOLDY?2 MuDR 156
Alo1 ATCOPIA171 Copia 2000
Alo1 ATCOPIA241 Copia 1924
Alo1 ATHATN3 hAT 457
Al01 ATHPOGONT1 Mariner/Tcl 132
Alo1 ATLINE1_3A L1 308
Alo1 ATRAN DNA transposon 116
Alo1 ATRAN DNA transposon 142
Al01 ATRAN DNA transposon 148
Alo1 ATRAN DNA transposon 241
Al01 ATREP1 Helitron 231
Alo1 ATREP16 DNA transposon 158
Al01 ATREP3 Helitron 357
Alo1 AtSB3 SINE 249
Al01 AtSB6 SINE 345
Al01 ATTIR16T3A Mariner/Tcl 491
Al01 ATTIRTA1 Mariner/Tcl 243
Alo1 HELITRONY1B Helitron 366
Al01 SIMPLEGUY1 MSAT 706
Alo1 TSCL Non LTR retrotransposon 1153
All4 ATCOPIA34 1 Copia 457
All4 ATCOPIA36_LTR Copia 68
All4 ATHATNI1 hAT 480
All4 ATHATN1 hAT 504
All4 ATLINE1 11 Non LTR retrotransposon 3849
All4 ATLINE1_2 L1 1911
All4 ATLINE1_3A L1 80
All4 ATLINE1_3A L1 87
All4 ATLINEIII Non LTR retrotransposon 2939
All4 ATNO_1 MuDR 858
Al14 ATRAN DNA transposon 142
All4 ATRAN DNA transposon 116
All4 AtSB5 SINE 198
All4 ATTIRTA1 Mariner/Tcl 60
All4 ATTIRTA1 Mariner/Tcl 246
All4 ATTIRTA1 Mariner/Tcl 239
All4 ATTIRX1D DNA transposon 339
All4 BRODYAGAIA DNA transposon 116
All4 SIMPLEGUY1 MSAT 115
All4 VANDAL2N1 MuDR 438
All8 ARNOLDY?2 MuDR 307
All18 ATCOPIA27_1 Copia 4217
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All8
All18
All8
All18
All8
All18
All8
All18
All8
All18
All8
All18
All8
All18
All8
All18
All8
All18
All8
All18
All8
All18
All8
All18
All8
All18
All8
All18
All8
All18
Ah03
Ah03
Ah03
Ah03
Ah03
Ah03
Ah03
Ah03
Ah03
Ah03
Ah03
Ah03
Ah03
Ah03
Ah03
Ah03

ATCOPIA36_LTR
ATENSPM9
ATHILA_I
ATHILA_I
ATHILA_LTR
ATHILA4A 1
ATHILA4D_LTR
ATHILA4D_LTR
ATHILA4D_LTR
ATHILA4D_LTR
ATHILAG6A_I
ATHILA6A_LTR
ATHILA6A_LTR
ATHILA7LTR
ATHILASB_I
ATIS112A
ATLINE1_3A
ATMUNX1
ATSINE2A
ATTIRTA1
ATTIRX1C
ATTIRX1D
BRODYAGA1IA
HELITRONY3
TNAT1A
TNATIA
TNAT1A
VANDALINI1
VANDAL2N1
VANDALSG6
ATCOPIA49_1
ATCOPIA69A_LTR
ATCOPIN_I
ATCOPIN_LTR
ATDNA2T9C
ATDNA2T9C
ATHATN10
ATHILA4A 1
ATHILASB_I
ATLANTYS2 1
ATLANTYS2_LTR
ATLINE1 3A
ATLINE1_3A
ATRAN
ATREP3
AtSB6

Copia
EnSpm
Gypsy
Gypsy
Gypsy
Gypsy
Gypsy
Gypsy
Gypsy
Gypsy
Gypsy
Gypsy
Gypsy
Gypsy
Gypsy
Harbinger
L1
MuDR
SINE
Mariner/Tcl
DNA transposon
DNA transposon
DNA transposon
Helitron
DNA transposon
DNA transposon
DNA transposon
MuDR
MuDR
MuDR
Copia
Copia
LTR Retrotransposon
LTR Retrotransposon
MuDR
MuDR
hAT
Gypsy
Gypsy
Gypsy
Gypsy
L1
L1
DNA transposon
Helitron
SINE
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68
1008
1968
1141
162
306
197
564
212
212
2096
1731
1565
233
768
1978
332
101
180
1937
191
345
116
619
381
77
73
231
1190
5665
302
784
2904
302
290
431
171
552
1727
6427
198
1937
65
1671
395
1326
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Ah03
Ah03
Ah03
Ah03
Ah28
Ah28
Ah28
Ah28
Ah28
Ah28
Ah28
Ah28
Ah28
Ah28
Ah28
Ah28
Ah28
Ah28
Ah28
Ah28
Ah28
Ah28
Ah28
Ah28
Ah28
Ah28
Ah28
Ah28
Ah28
Ah28
Ah28
Ah28
Ah28
Ah28
Ah28
Ah28
Ah28
Ah28
Ah28
Ah28
Ah28
Ah28
Ah28
Ah28
Ah28
All3

DT1
DT1
DT1
SIMPLEGUY1
ARNOLDY1
ATCOPIA151
ATCOPIA211
ATCOPIA211
ATCOPIA57LTR
ATCOPIA72_1
ATCOPIA72_1
ATCOPIN_I
ATCOPIN_LTR
ATCOPIN_LTR
ATENSPM10
ATENSPM10
ATENSPM10
ATENSPM10
ATHATN1
ATHILA4D_LTR
ATHILA4D_LTR
ATHILASALTR
ATHILASALTR
ATHILASALTR
ATHILASB_I
ATLANTYS1_I
ATLANTYS2_LTR
ATLINE1_1
ATREP1
ATREP10
ATREP11
ATREP11
ATREP11A
ATREP16
ATREP2
ATREP3
ATREP3
ATREP5
ATREP5
AtSB3
AtSB5
AtSB6
DT1
Sadhu7-1
TAT1_ATH
ARNOLDY1
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Mariner/Tcl

Mariner/Tcl

Mariner/Tcl
MSAT
MuDR
Copia
Copia
Copia
Copia
Copia
Copia

LTR Retrotransposon
LTR Retrotransposon
LTR Retrotransposon

EnSpm
EnSpm
EnSpm
EnSpm
hAT
Gypsy
Gypsy
Gypsy
Gypsy
Gypsy
Gypsy
Gypsy
Gypsy
L1
Helitron
Helitron
Helitron
Helitron
Helitron
DNA transposon
Helitron
Helitron
Helitron
Helitron
Helitron
SINE
SINE
SINE
Mariner/Tcl
SINE
Gypsy
MuDR
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335
239
148
130
431
1727
3145
752
126
784
4496
111
364
357
2904
2304
2304
2904
480
222
233
1550
1550
656
540
3294
427
635
192
142
115
207
607
241
268
335
462
280
285
301
148
335
239
484
613
443
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All3
All3
All3
All3
All3
All3
All13
All3
All13
All3
All13
All3
All13
All3
All13
All3
All13
All3
All13
All3
All13
All3
All13
All3
All13
All3
All13
All3
All13
Al39
Al39
Al39
Al39
Al39
Al39
Al39
Al39
Al39
Al39
Al39
Al39
Al39
Al39
Al39
Al39
Al39

ARNOLDY2
ATENSPM12
ATENSPM7
ATHATN1
ATHATN1
ATHATN1
ATHATN2
ATHPOGON1
ATIS112A
ATLINE1_3A
ATMUNX1
ATMUNX1
ATREP11
ATREP11A
ATREP11A
ATREP16
ATREP4
ATREP4
ATREP4
ATREPS
ATREP9
ATTIRTA1
ATTIRTA1
ATTIRX1A
DT1
SIMPLEHAT?2
TA11
TAT1_ATH
VANDALI18NB
ARNOLDY2
ATGP11_1
ATGP11_LTR
ATGP4_1
ATGP6LTR
ATHATN1
ATHILA4D_LTR
ATHPOGON1
ATMUNI1
ATRAN
ATREP1
ATREP11A
ATREP15
ATREP18
ATREP3
ATREPS
AtSB2

MuDR
EnSpm
EnSpm
hAT
hAT
hAT
hAT
Mariner/Tcl
Harbinger
L1
MuDR
MuDR
Helitron
Helitron

Helitron

DNA transposon

Helitron
Helitron
Helitron
Helitron
Helitron
Mariner/Tcl
Mariner/Tcl

DNA transposon

Mariner/Tcl

MSAT
L2
Gypsy
MuDR
MuDR
Gypsy
Gypsy
Gypsy
Gypsy
hAT

Gypsy

Mariner/Tcl
MuDR

DNA transposon

Helitron
Helitron
Helitron

Interspersed repeat

Helitron
Helitron
SINE
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845
7343
878
514
472
498
569
83
1774
49
81
228
168
180
194
183
232
370
247
888
912
109
252
330
269
247
4782
423
263
156
1044
634
1134
268
462
204
100
135
61
232
211
1571
183
351
239
170
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Al39
Al39
Al39
Al39
Al39
Al39
Al39
Al39
Al39
Al39
Al39
Al39
Ah13
Ahl3
Ah13
Ahl3
Ah13
Ahl3
Ah13
Ahl3
Ah13
Ahl3
Ah13
Ahl3
Ah13
Ahl3
Ah13
Ahl3
Ah13
Ahl3
Ah13
Ahl3
Ah13
Ahl3
Ah13
Ahl3
Ah13
Ahl3
Ah13
Ahl3
Ah13
Ahl3
Ah13
Ahl3
Ahl5
Ahl5

ATTIR16T3A
ATTIRTA1
ATTIRX1A
ATTIRX1C

BOMZH1
HELITRONY1B
HELITRONY1E
HELITRONY1E

Sadhu4-1

Sadhu5-1
VANDALI18NB
VANDAL18NB

ATCOPIA26I

ATCOPIA261

ATCOPIA26I

ATCOPIA27_1
ATCOPIN_I
ATCOPIN_LTR
ATCOPIN_LTR
ATGP11_1
ATHAT9
ATHATN1

ATHATN3A
ATHATNG6
ATHATNG6

ATHILA4_LTR
ATHILA4D_LTR
ATHILA4D_LTR
ATHILA4D_LTR

ATHILA7LTR

ATHILASB_I

ATHPOGON1

ATLINE1A

ATREP17

ATREP17

ATREP17

ATREP17

ATREP3
ATREP3

ATTIR16T3A

ATTIR16T3A

ATTIR16T3A
ATTIRTA1

DT1

ARNOLDY2

ATCOPIA78_1

Mariner/Tcl
Mariner/Tcl
DNA transposon
DNA transposon

MuDR
Helitron
Helitron
Helitron

SINE
SINE

MuDR

MuDR

Copia

Copia

Copia

Copia

LTR Retrotransposon
LTR Retrotransposon
LTR Retrotransposon

Gypsy
hAT
hAT
hAT
hAT
hAT

Gypsy

Gypsy

Gypsy

Gypsy

Gypsy

Gypsy

Mariner/Tcl
Non LTR retrotransposon
DNA transposon
DNA transposon
DNA transposon
DNA transposon

Helitron

Helitron

Mariner/Tcl
Mariner/Tcl
Mariner/Tcl
Mariner/Tcl
Mariner/Tcl

MuDR
Copia
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485
244
368
309
286
139
445
200
113
347
602
108
544
828
2807
4797
110
357
356
355
491
473
160
211
94
307
151
153
1198
966
514
567
1141
233
188
192
233
242
315
433
252
176
262
270
185
920
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Ahl5
Ahl5
Ahl5
Ahl5
Ahl5
Ahl5
Ahl5
Ahl5
Ahl5
Ahl5
Ahl5
Ahl5
Ahl5
Ahl5
Ahl5
Ahl5
Ah15
Ahl5
Ahl5
Ahl5
Ahl5
Ahl5
Ahl5
Ahl5
Ahl5
Ahl5
Ahl5
Ahl5
Ahl5
Ahl5
Ahl5
Ahl5
Ahl5
Ahl5
Ahl5
Ahl5
Ahl5
Ahl5
Ahl5
Ahl5
Ahl5
Ah20
Ah20
Ah20
Ah20
Ah20

ATCOPIA78LTR
ATCOPIA78LTR
ATDNA2T9A
ATHATN2
ATHATN3A
ATHATNG6
ATHILA4B_LTR
ATHILA4D_LTR
ATHILA7LTR
ATHILA7LTR
ATHILA7LTR
ATLANTYS] I
ATLANTYS1 I
ATLANTYS1 I
ATLANTYS2_1
ATLANTYS2 1
ATLANTYS2 1
ATLANTYS2 1
ATLANTYS2_1
ATLANTYS2 1
ATLANTYS2 I
ATLANTYS2 1
ATLANTYS2_LTR
ATLANTYS2 LTR
ATLANTYS2_LTR
ATLANTYS2 LTR
ATREP1
ATREP3
AtSB6
ATTIRX1B
ATTIRX1B
ATTIRX1D
DT1
DT1
DT1
DT1
RP1_AT
TAT1_ATH
TAT1_ATH
VANDAL21
VANDAL21
ATCOPIA61 1
ATCOPIA61LTR
ATCOPIA61LTR
ATCOPIA96_1
ATLANTYS3I
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Copia
Copia
MuDR
hAT
hAT
hAT
Gypsy
Gypsy
Gypsy
Gypsy
Gypsy
Gypsy
Gypsy
Gypsy
Gypsy
Gypsy
Gypsy
Gypsy
Gypsy
Gypsy
Gypsy
Gypsy
Gypsy
Gypsy
Gypsy
Gypsy
Helitron
Helitron
SINE
DNA transposon
DNA transposon
DNA transposon
Mariner/Tcl
Mariner/Tcl
Mariner/Tcl
Mariner/Tcl
DNA transposon
Gypsy
Gypsy
MuDR
MuDR
Copia
Copia
Copia
Copia
Gypsy
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302
133
179
655
160
122
147
748
328
378
353
1902
1903
1820
1345
1153
1333
2135
1317
5540
7653
2135
333
440
88
333
194
312
350
139
175
339
121
66
214
239
125
613
613
3815
2311
4665
172
178
710
7890
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Ah20
Ah20
Ah20
Ah20
Ah20
Ah20
Ah20
Ah20
Ah20
Ah20
Ah20
Ah20
Ah20
Ah20
Ah20
Ah20
Ah20
Ah20
Ah32
Ah32
Ah32
Ah32
Ah32
Ah32
Ah32
Ah32
Ah32
Ah32
Ah32
Ah32
Ah32
Ah32
Ah32
Ah32
Ah32
Ah32
Ah32
Ah32
Ah32
Ah32
Ah32
Ah32
Ah32
Ah32
Ah32
Ah32

ATLANTYS3LTR
ATLANTYS3LTR
ATLINE1A
ATREP1
ATREP3
ATREP3
ATREP3
ATREP3
AtSB3
AtSB6
DT1
Sadhul-2
VANDALISNA
VANDALI18SNB
VANDALI18NB
VANDALIN1
VANDALIN1
VANDAL2N1
ATCOPIA15I
ATCOPIA151
ATCOPIA17I
ATCOPIA65LTR
ATCOPIA72LTR
ATCOPIAS85_I
ATENSPM1
ATENSPM1A
ATENSPM4
ATENSPM5
ATENSPM6
ATHATN1
ATHILA4D_LTR
ATLINE1A
ATLINE1A
ATRAN
ATREP10D
ATREP13
ATREP15
ATREP3
ATREP3
ATREP3
ATREP3
ATREP4
AtSB2
AtSB5
AtSB6
BRODYAGA1A

Non LTR retrotransposon

Non LTR retrotransposon

Non LTR retrotransposon

105

Gypsy
Gypsy

Helitron
Helitron
Helitron
Helitron
Helitron
SINE
SINE
Mariner/Tcl
SINE
MuDR
MuDR
MuDR
MuDR
MuDR
MuDR
Copia
Copia
Copia
Copia
Copia
Copia
EnSpm
EnSpm
EnSpm
EnSpm
EnSpm
hAT

Gypsy

DNA transposon
Helitron
Helitron
Helitron
Helitron
Helitron
Helitron
Helitron
Helitron

SINE
SINE
SINE
DNA transposon
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493
501
2138
228
389
522
579
350
224
344
104
241
300
423
528
539
807
455
1422
1700
1247
252
75
1376
640
716
1150
1354
3909
279
1191
1465
1504
366
109
527
178
262
340
494
295
291
97
99
336
115
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Ah32
Ah32
Ah32
Ah32
Ah32
Ah43
Ah43
Ah43
Ah43
Ah43
Ah43
Ah43
Ah43
Ah43
Ah43
Ah43
Ah43
Ah43
Ah43
Ah43
Ah43
Ah43
Ah43
Ah43
Ah43
Ah43
Ah43
Ah43
Ah43
Ah43
Ah43
Ah43
Ah43

DT1
DT1
HELITRONY3
VANDALIN1
VANDAL2N1
ATCOPIA27 1
ATCOPIA40_LTR
ATCOPIA5S8LTR
ATCOPIA65_1
ATGP11 I
ATGP11_1
ATGP6LTR
ATGP6LTR
ATHILA4A 1
ATHILA4A_1
ATHILA4A 1
ATHILA4A_1
ATHILA4D_LTR
ATHILA4D_LTR
ATHPOGON1
ATLANTYS1 I
ATLANTYS2 1
ATREP3
AtSB3
AtSB6
AtSB6
ATTIRX1C
CASTOR_I
ENDOVIR1_I
HELITRONY1A
ID2-12_AT
TA11l
TAT1_ATH

Mariner/Tcl
Mariner/Tcl
Helitron
MuDR
MuDR
Copia
Copia
Copia
Copia
Gypsy
Gypsy
Gypsy
Gypsy
Gypsy
Gypsy
Gypsy
Gypsy
Gypsy
Gypsy
Mariner/Tcl
Gypsy
Gypsy
Helitron
SINE
SINE
SINE
DNA transposon
Copia
Copia
Helitron
Interspersed repeat
L1

Gypsy
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236
143
661
268
1228
3399
181
312
4093
943
953
819
819
363
830
369
525
1195
1175
551
1704
3206
281
278
347
345
394
980
1585
154
396
5452
613
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Supplementary figure 7. TE density along A. lyrata chromosomes 1 to 6 and chromosome 8.
Transposable elements contents were calculated using CENSOR (KOHANY et al. 2006) for non overlapping
windows of 100 kb.
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Supplementary table 3. Primers pairs used to validate BAC clones by PCR amplification. These primers were defined to amplify SRK (primer Sh04), U-box
(primer B80) and ARK3 (primer ARK3) genes.

Name Forward primer Reverse primer Product size
Sho4 ACGCCGTACAGTTACAATGT GACAATAAATACCGTAGACG 373
B8O TGGRTCRTATCCTGATGCAA TCCGCTACAACAACACAAGC 348
ARK3 TTGTGCGGTTGAAGAAGATG GGAGAAGGAACTAACCGAKA 255
111
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4y L3|lI-Alunoop//:dny

Supplementary table 4. Primers used to confirmed the gaps in the S-locus sequence of Ita-0, via long range PCR.

Name

Forward primer

Reverse primer

Product size

Ita-0_gapAl
Ita-0_gapA2
Ita-0_gapB1
Ita-0_gapB2
Ita-0_gapC1
Ita-0_gapC2
Ita-0_gapD1
Ita-0_gapD2

AGCAAAGACAGAGACTTTTCCTGTA
TAACTCAGACCAAGCAAGAGACTTT
TGATGAAGATATTTGGACTCTAGCC
AAATCATATCCCGTATGTITITAGCA
AGACCAAGTAAATCGCAACAAATAG
ATGTGCTTGAGTATGATGACGTAAA
ACAGTCTACAAACGGTCTAAAATGC
CITCATCGACATTCTGTTACATCAC

TAATGTGTGCCTACAAGAGTTGGTA
ATTTGCTAAAACATACGGGATATGA
TTAATCGTATAAAAATGGGAGACCA
CTATTTGTTGCGATTTACTTGGTCT
ACAGTGTATCAAGAGAAAACCCAAG
AAGTGACCAAGTCTTACATTGAAGG
TTGACAAGCAAGTTAGAGATCAGTG
ATTACTCATTAGGGGTTGATCCTTC

13675
29377
12868
18904
12686
4882

33655
18567
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Supplementary table 5. Detected haplotypes in the 107 accessions.

These de Pauline Goubet, Lille 1, 2011

Name Haplotype Name Haplotype Name Haplotype
algustrum A lis_2 R1 t540 A
appl_12 R3 lis_3 A t550 A
appl_14 R1 lom1_1 R1 t570 2
bal_2 R1 lov_1 R1 t710 A
ba3_3 R1 lov_5 R1 t720 A
ba4_1 R2 lu_1 R1 t740 A
bil_5 R2 lund A t790 A
bil_7 R2 nyl 2 R2 t800 A
brol_6 R1 nyl_7 R2 1840 R1
bur_0 C2 omn_1 A t850 A
dor_10 R2 omn_b5 A t880 R1
dra2_1 R1 omol_7 A t900 A
dra3 1 R1 omo?2_1 R1 1930 A
eden_1 R2 or_1 R2 t960 R1
eden_2 A rev_1 A t980 A
eden_7 R2 rev_2 R3 taa_04 A
eden_9 A san_2 A taa_14 A
eds_1 A sanna_2 A tad_01 A
fab_2 A sparta_1 R2 tad_04 A
fab_4 R1 sprl_2 A tad_06 A
fjal_1 R2 sprl_6 A tal_07 A
fjal 2 R2 sr_3 A tamm_2 A
fjal_5 R2 sr 5 R2 tdr_ 1 A
fly2_2 A st 0 A tdr_16 A
gron_b5 A stul 1 R1 tdr 17 A
hov1_10 A t1000 c2 tdr_2 R1
hovl_ 7 A t1070 R1 teden_03 R3
hov3_2 R3 t1080 R3 tottarp_2 A
hov3_5 A 1090 A ull2_3 R3
hov4_1 C2 t1110 A ull2_5 A
hovdala_2 A t1130 A var2_1 A
kavlinge_1 A t1160 A var2_6 A
kni_1 A 460 A vastervik A
kulturen_1 c2 t470 c2 vimmerb R2
liarum R1 480 C3 vinslov R1

lillo_1 R2 t530 A
114
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These de Pauline Goubet, Lille 1, 2011

Supplementary results

In a first analysis, ten distinct patterns were detected with respect to the fragments of Ita-0 or Col-0 they
presented (Figure S2). Some analyzed accessions were similar to Col-0. Some others presented fragments
from Ita-0 (haplotypes S1 and S2) but none presented its complete sequence. All other accessions were

detected as recombinants between haplogroups A and C, with both fragments from Ita-0 and Col-0.

From this point, a scenario for the generation of the haplotypes could be drawn (Figure S3). It is based on
the reference sequences Col-0 and Ita-0 and assumes six recombination events, including two illegitimate
recombinations between the LTRs of the Atcopial0 retrotransposon, and three deletion events. According
to this scenario, Col-0 and Ita-0 would have recombined twice independently, in order to generate
haplotypes 52 and S3 on the one hand, and haplotype S5 on the other hand. This latter would then have
recombined with haplotype S3 to generate haplotype S4 and would have produced haplotype S8 as a
result of a large deletion. Haplotype S6 would have been generated by a recombination event between
haplotypes S8 and S3. Finally, haplotypes 57 and S9 would have independently been produced through an

illegitimate recombination event between the two LTRs of the Atcopial0 retrotransposon.

Even if it allows to explain the formation of all haplotypes, the proposed scenario does not seem to be
parsimonious. Indeed, it implies an important number of recombination events. In particular, it assumes a
double recombination, from which the two daughter chromatides were maintained, and an illegitimate
recombination between the two LTRs of Atcopial0, which would have occurred twice independently.
Moreover, in contrast to all other fragments detected in the accessions with respect to the reference
sequences, a 12 kb-fragment of Ita-0 could not be orientated as compared to others. We extracted reads,
located at the extremities of this fragment and with one mate unmapped, from the BAM files of several
accessions. Blast of unmapped reads revealed for the two extremities a strong homology with one
particular position in the chromosome 2 (around position 1 825 600) of the reference genome of A. thaliana.
This observation suggests the hypothesis that the concerned fragment is polymorphic, being present in
chromosome 2 of some accessions (Haplotypes 51, S3, S4, 56, S7), and would have been inserted in the S-
locus of the Ita-0 accession. Consequently, we decided to ignore its presence/absence in the analyzed

accessions, and built a scenario without taking it into account.
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Supplementary figure 9. Annotation of the reference sequences Col-0 (green) and Ita-0 (orange), and fragments detected in the ten types of accessions.
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Note that the relative position of the fragments is not respected in this representation.

116

L10Z ‘I 3l ‘1eqno9 sulined ap 8say L



"SOAIOS S}I0IP SNOL ZL0Z ©

4y L3|lI-Alunoop//:dny

Col-0 s [ | | J R v 1 0 B EC0 [ 0D El OO0 1 E B [ D em [ [ta-0

Double recombination Deletions o

.;].III[I]IIE- = 51

52 pmm O o 1 OO 0D | DN [
— Recombination + rearrangements in SRK
8
AARES
s3 e | s R 1 I 0 ECI [ s [ | s 1 I E ECI [ mo ol = S5
\Recﬂmbma t'c/ J
. Deletion
ABRKS
54 sl s 1 o 5 0 @ EC0 [ mD mil ’ ‘
MARKS
-I_Il mD ol = S8
by recombination®
AARKED
56 [ (| mo ol L1 AARKS
; — = = E=Ie oo ol = SY
Produntioﬁ of _é solo LTR
by recombination®
l ABRES
S7 i Mo mil

— T_IT T_ITTLT

Supplementary figure 10. Scenario for the generation of the different detected haplotypes. Asterisks indicate similar events thought to have occurred
independently. Fragments, which were confirmed to be consecutive, are indicated by brackets. Fragments, which were confirmed to be consecutive by the

identification of mates mapping to different fragments, are indicated by brackets.
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Annexe 1. Liste détaillée des sites détectés sous corrélation et sous compensation dans le cas de I’analyse par paires et de 1’analyse par clusters. Cette

annexe comprend les 6 parties suivantes :
A. Alignement des protéines SCR ; B. Alignement des protéines SRK.

Ces alignements ont été réalisés en utilisant le programme Muscle (EDGAR 2004) implémenté sur Jalview (WATERHOUSE et al. 2009), puis ajustés a la main.

C. Liste des sites détectés sous corrélation dans le cas de I’analyse par paires.

D. Liste des sites détectés sous compensation dans le cas de 1’analyse par paires.

E. Liste des sites détectés sous corrélation dans le cas de I’analyse par clusters.

F. Liste des sites détectés sous compensation dans le cas de I'analyse par clusters.

Les parties C a F comprennent des tableaux regroupant pour chaque groupe de sites détecté sous coévolution les positions sur 'alignement de SCR et SRK, la
statistique de coévolution calculée par comparaison des cartes de substitution, le nombre de sites détectés dans le groupe concerné, la p-value calculée par
rapport a 100 000 simulations, et la propriété biochimique prise en compte dans la comparaison des cartes de substitution (« simple » pour les cartes attribuant
le méme poids a toutes les substitutions). La colonne FDR indique quant a elle si le groupe reste significatif apres correction pour tests multiples.
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A0t M- - -R-G- - - - VRSIYHHS ITLCFFAVLVVLILFCCAFSIHANTLSSTESLTISRNLTIVSPGKIFELGFFKP--ST--RPRWYLG IWYKKIPERTYVWVANRDTPLSNSVGTLKISDGNLWVI
AlOG M- - -R-G-L--VPN-CHQSRNF -FFL-FVVSIMFRLAFSIYVNTLSPTESLTIASNRTIVSLGDDFELGFFKPAASLREGDRWYLG IWYKTIPVRTYVWVYANRDNPLSSSAGTLKISGINLVL
Altd M- - -R-G-V- - IPK-YHOSHNF - FFFVFVVSTLFLPALSIYANTLLSTESLTIASNQTIVSLGDDFELGFFKPAASLRDGDRWYLG IWYKTISIRTYVWYANRDHPLYSSAGTLKISGINLVL
AlG M- - -R-G-V--VLN-YHHSHNF - FLFVFGVSILFRHAFSINVNTLSSTESLTISSNRTIVSLGDDFELGFFKPAASLRNGDHWYLG IWYKTISVRTYVWVYANRNHPISSSAGTLKISGINLVL
AROZM- - -R-G-A- - VPK-YHHSOQTF -FFFLFVVSVLFRPAFSIFVNTLSSTESLTIASNRTIVSLGDDFELGFFRPAASLREGDRWYLG IWYKTISVRTYVWVYANRDHP ISSSDGTFKISGINLVL
AR28M- - -R-G-A- - VPN-YHHFHNF -FFFLFVVSVLFCPAFSIFANTLSSTESLTIASNQTIVSLGDDFELGFFRPAASLREGDRWYLG IWYKTISVRTYVWVYANRDHPISSSDGTLKISGINLVL
AltS M- - -R-R-E--VPN-KHHYYSFSFVFLFFFLILF-PDFSISTNTLSATESLTISSNKTIVSLGDVFELGFFTI---L--GDSWYLGIWYKKIPEKTYVWVANRDNPISTSTGILKISNANLVL
Al25 M- - -R-G-E--VPN-KHHSYTF -FFVLFFALVLF -PDFSISANTLSATESLTISSNKTIVSPGGVFELGFFKI - - L. -GDSWYLG IWYKNVSEKTYVWVANRDKPLSNSIGILKITNANLVL
Al37 M- - -R-G-A--VPN-KHHSY IF-FFL-FFVIVLF-PDFSISANTLSATESLTISSNKTIVSPGGVFELGFFRI---L--GDSWYLGIWYKKISQRTYVWVANRDNPLSNPIGILKISNANLWVI
AROIM- - -R-G-A--VPN- IHHSYIF-FFL-FFVIVLF-PDFSISANTLSATESLTISSNKTIVSPGGVFELGFFRI---L--GDSWYLGIWYKKISQRTYVWVANRDNPLSNPIGILKISNANLWVI
Al2Z0 M- - -RVV - - - -VPN-CHH- - -F-YIF-FVVLILIRSVFSSYVHTLSSTESLTISSKQTIVSPGEVFELGFFNPAATSRDGDRWYLG IWFKTNLERTYVWVANRDNPLYNSTGTLKISDTNLVL
AlZI M- - -R-G----FPR-YHHIYTFAFIL- -VVLILFRRVFSINVNTFSSSNSLTLFNNRTIVSSSDVFELGFFKITSSSPDDDRWYLG IWYKKIPERTYVWVANRDDPLSTSSGTLKISDNKLLL
AR{13M- - -R-A- - - -LPN-NHH- - -F-YIL--VIFFLLRSALPINVNTLSSTESLTISSNRTIVSLGDVFELGFFNPTPSSRDGDRWYLG IWYKEIPKRTYVWVANRDNPLSNSTGTLKISDNNLVL
ARISM- « - R-N- -« - VLN-YHHSYTF-FLLLFVILVMCHPSFSININILSSTESLTISSNRTIVSPGDVFELGFFKP- AT -SSRWYLG IWYKTMPEGTYVWVANRGNPLSSSIGTLKIVGSNLVL
ARZ0MHCLRCSSSLSVONPYHHSYSFSFLLVFVVLILFYPAFSISVNTLSSTETLTISSNRTIVSPGDDFELGFFKP- -GS - SSLWYLG IWYKKVPDRTYVWVANRDNPLSNSTGTLKISGNNLVL
ARZZM- - - K-G- - - - VRNPYHHSYTFSILLVFVVLILFYPAFSISVNTLSSTETLTISSNRTIVSPGDHFELGFFKT - -GS -SSLWYLG IWYKKVPOQRTYAWVANRNNPLSNSIGTLKISGSNLVL

118

1102 ‘L @Il ‘19gno9 aulined ap asayL



"SOAIOS S}I0IP SNOL ZL0Z ©

4y L3|lI-Alunoop//:dny

130 140 150 160 170 180

180 200 210 220 %W 240 250

. L) . L) . ' . L) . L) . L} . ' . L) . Ll . ' . . L) " )
ILDHSNIPIWSTN - TKGDVRSP IVAELLDTGNLVIRYFN- NNSQEFLWQSFOFPTDTLLPEMKLGWDRKTGLNRFLRSYKSSNDPTSGSFSYKLET: - -GVYSEFFMLAKNSPVYRTGPWNG IQF IGMPE
LLNQSNITVWSTNLT-GAVRSQVVAELLPNGNFVYLRDSKSNGODVFFWOSFOHPTDTLLPHMKLGLDRKTENNRVLTSWKNSYDPSSGYLSYKLEM-L-G-LPEFFMWRSKVPVFRSGPWDG IRFSGIPE
LLNQSNIAVWSTNLT-GAVRSPPVAELLPNGNFVLRYSKTNGQD ILLWRSFOYPTOTLLPHMKLGLDLKTGNNRLLTSWKNSFDPSSGY ISYKLET-L-G-LPEFFMWRNEVPIFRSGPWDGTRLSGIPE
LLNQSNITVWSTNLT-GAVRSPVVAELLSNGNFVLRDSKPNEQDRLLWAQSFDYPTDTLLPHMKLGLDLKTGNNRF I TSWKNSYDPSSGYLSNKLDI-L-G-LPEFLVLREGVTVYRSGPWDG IQFSGIPE
LLNQSNMTVWSTNLT -GAVRSPVVAELLANGNFVLRDSKTNGKNGFLWRQSFOYPTOTLLPHMKLGLNVKTKNNRFLTSWKNSYDPSSGSFSYKLEIPRHG - LPEFLMWRSGGPAFRSGPWDGIRFSGIPE
LLNQSNITVWSTNLT-GAVRSPVVAELLPNGNFVLRNSKTNGHDVFMWQSFDONPTDTLLPHMKLGLDLKTGNNRFLTSWKNAYDPSSGYLSYKLEM-Q-G-LPEFLMLRGGGPVFRSGPWDGFRFSGIPE
LLNHFDTPVWSTNLT - AEVKSPVVAELLDNGNFVLRDSKTNGSDEFLWRQSFOFPTOTLLPOMKLGLDOHKKRLNKFLRSWKSSFDOMSSGDYLFKIET-L-G-LPEFF IWMSDFRVFRSGPWNG IRFSGMLE
LLNHYDTPVWSTNLT -GAVRSPVYVVAELHDNGNFVLRDSKTNASDRFLWQSFDFPTNTLLPOMKLGWDHKRGLNRFLTCWKNSFDPSSGDYMFRLDT-Q-G-LPEFFGLKNFLEVYRTGPWDGHRFSGIPE
ILDNSD I SVWTTNLT-GAVRSPVVAELLDNGNFVLRDSKINESDEFLWOSFOFPTDTLLPOMKLGODHKRGLNRFLTSWKSSFDPSSGSFMFKLET-L-G-LPEFFGFTTFLEVYRSGPWDGLRFSGIPE
ILDNSDISVWTTNLT-GAVRSPVVAELLDNGNFVLRDSKINESDEFLWOSFODFPTDTLLPOMKLGRDHKRGLNRFLTSWKSSFDPSSGSFMFKLET-R-G-LPEFFGFTTFLEVYRSGPWDGLRFSGIPE
LLDQFDTLVWSTNLT-GVLRSPVVAELLSNGNLVLKDSKTNDKDG ILWRQSFOYPTDTLLPOMKMGWDVKKGLNRFLRSWKSQYDPSSGDFSYKLET-R-G-FPEFFLLWRNSRVYFRSGPWDGLRFSGIPE
LLDPQVDTPIVSWNLSGGGVRSPYVAELLDNGNFVYVKESKANNPNGFLWQSFDFPTDTLLPOMKMGWDRKTANNRFLRSWKSPYDPSSGDYSYKLEI -Q-G-LPQFYLWTSNAQVFRSGPWDG IRFSGMPE
LYDQFNTLVWSTNVT -GAVRSLVVAELLANGNLVYLRDSKINETDGFLWOSFOFPTDTLLPEMKLGWDLKTGVYNKFLRSWKSPYDPSSGDFSYKLET-R-E-FPEFFLSWSNSPYYRSGPWEGFRFSGMPE
LLADSDIPIWSTNLTGGDVRSTVVAELLANGNLVLRHSNKNKSGEFLWRQSFOFPTDTLLPEMKLGWDRKTGFNRFLRSWKSPDDPSEGNFLYKLET-R-G-SSEFYILKEGEQMYRSGPWDG IRFNGMPE
LFGRSDKPVWSTNLTRGNVRPPVMAELLANGNFVIRYSK- NDQGGFLWASFDFPTDTLLPOMKLGWDLKRGLNRFLRSWKSLDDPSSGDFSYKLET-R-G-FPEFYLWKNDIPIHRSGPWDGTRISGVPE
LFGHSNKPVWSTNLTRGNVRSPVMAELLANGNFVMRYSN - NNQGGFLWRQSFOYPTDTLLPOMKLGWDOHKTGLNRFLRSWKSYVDDPSSGEFSYKLET-R-G-FPEFFLRKNDIPVHRSGPWDGIRISGIPE

Z:BCI 2:70 280 200 300 -‘.3'10

' ' . ' ' i ' 1 ' '
MRKS-D-YVIYNF TENNEEVSLTFLMTSONTYSRLKLSDKGEFERFTWIPTSSQWS - LSWSSPKD-Q
MQ IWKHINISYNFTENTEEVAYTYRVTTPNVYARLMMDFQGFLQLSTWNPAMSEWN - MFWLSSTD-E
MQRWKD INISYNFTENKEEVAFTFRVTTPNVYSRL IMNSEGFLQLSRWNPTLSEWN - VFWRSSTS-D
MQRWKDFNIVYNF TENKEEIAFTYRVTTPKVYARLTMNFDGYLQLSRWLPETLEWN - VFWQTSAA-D
MERWKFVNIVYNFTENKED IAFTFRVTTPDVYAKLTMRFDGFLELSTWDPEMLEWN - VFWVTSTS-D
MQNWKF AY IVYNF TENKEDVAF TYRVTTPNFYAKLTMRFEGFLELSTWDPDMLEWN - VFWVSSTA-D

320 330 340 qm 360 370 380

0 . ] ' ' ' ' I . g ' '
-CDVYDLCGP-YSYCDINTSPICHCIQGFEPKFP-EWKLIDVAGGCVRRTPLNCGKDRFLPLK
-CDTYPSCHNPTNSYCDANKMPRCNC IKGFVPGNPQERSLNNSFTECLRKTQLSCSGDGFFLMR
-CNGYQSCTP-YSYCDTNTTPNCNC IKGFAPOQNPQEGALDNTNTECVRKTQLSCDGDGFFWLR
-CEVYMSCTP-NSYCDPTKTTKCNC IKGFEPRDPREGALDTTNTDCVRKTQLSECNGDGFFWLR
~CDIYMGCTP-YSFCOMNTTPKCNC IKGFEPSNPQGGAMNNTSTECVRKTQLNCKGDGF YWLR
“CNIYMGCTA-NSFCDTNTSPNCNCIKGFEPRNPQGGALENRSTECVRKTQLNCNGDGF FWLR

MQKW.-D-DIIYNLTENKEEVAFTFRPTDHNLYSRLTINYAGLLQQF TWDP I YKEWN - MLWSTSTD- NACETYNPCGP - YAYCDOMSTSPMCNCVEGFKPRNPQEWALGDVRGRCQRTTPLNCGRDGF TQLR

MQQW.-D-DIVYNFTENSEEVAYTFRLTDQTLYSRFTINSVGQLERF TWSPTQQEWN - MFWSMPHE - E
MQQW.-D-DI1IIYNFTENRDEVAYTFRVTEHNSYSRLTINTVGRLEGFMWEPTQQEWN - MFWFMPKD - T
MQQW-D-D 1 IYNFTENRDEVAYTFRVTEHNFYSRLTINTVGRLEGFMWEP TQQEWN - MFWFMPKD - T
MQQW- E- YMYSNFTENREEVAYTFQITNHNIYSRFTMSSTGALKRFRWISSSEEWN - QLWNKPND - H
MQRWNNAD IVYNF TONREEIAFTFRDADPSSYSRLEKMSTLGLLELSTWVYPTTPGWK - NFWISSIN-P
MQQW.-T-NIISNFTENREEIAYTFRDTDANIYSRLTMSSSGYLQRFKWISNGEDWN - QHWYAPKD - R
MQKL-S-FMGYNFTENQEEVTYTFLMTNHS IYSRLTLTPSGSLQAQF TWIPTERE- NDLFWNSPKD-Q
EQQL-N-YMVYNFTENREEVAYTFLMTNSS IYSRLTLSHSGFFQRLTSIPPAWGWS - VLWSSPMDRP
DGAL-D - ¥YMVYNF TENSEEVSYTFLVTNHSLYSRLRMSSSGYFQRFTYTPPAWGWR - QLWSAPMDLQ

-COVYGTCGP - YAYCOMSKSPACNC IKGFQPLNQQEWESGDESGRCRRKTRLNCRGDGF FKLM
-CDLYGICGP-YAYCDMSTSPACNCIKGFQPLSQQEWASGDVTGRCRRKTQLTCGEDRFF KLM
-COLYGICGP-YAYCDMSTSPACNC IKGFQPLSQQEWASGDVTGRCRRKTQLTCGEDRFFKLM
-COMYKRCGP-¥YSYCDMNTSPICNCIGGFKPRNLHEWTLRNGS IGCVRKTRLNCGGDGFLCLR
«-COMYEECGP-YSYCDTNTLPMCNC IKGFDPMNSDEWNSKDGSSGCVRRTPLSCKEKEFVALK
«COMYKKCGP-YGICDTNSSPECNC IKGFQPRNLQEWSLRDGSKGCVRKTRLSCSEDAF FWLK
-CDAYEKCGP-¥YSYCNMFTSSMCNC IKGFEPKNPQE-ALTDGLDGCVRKTKLSCTGDGFWHKLS
~COYYQFCGP-YSYCDTSTSPMCNCIRGLNPWSMQQWDLKDGSSGCVRRTPLSCSGDGFVPLK
-COLYQKCGP-YAYCNTNTAPLCNCIRGF I PWSMQQWNLGDGSSGCVRRTPLSCSGDGFLLMK

o ¥, e, g0, P, P, W L P L P, P, P, @, f . g0
OMKLPDTKTVIVDRKIGMKDCKKRCLNDCNCTAYANTD I - -GGTGCVMWIGELLD IRNYAVGSAQDLYVRLAASEL -GK- - - - - E-K-NINGK:- - - I IGLIVGVSEVVLFLSFITFCFWKWKQKQ- - ARASA
KMKLPATTGAIVDKRIGVKECEEKCINNCNCTAFANTNIQDGGSGCVIWTSELTD IRSYADAGQDLYVRVAAVDLVTE:- - - - - KAK-NNSGKTRTIIGLSVGAIALIFLSFTIFFIW-RRHKK- - AREI -
NMKPPDTSGAIVDKRIGLKECEERCIKECNCTAFSNMNIQDGGKGCV IWTKELAD IRRYADGGQDLYVRLAAVDLVTE:- - - - - KAN-NNSGKTRTIIGLSVGAIALIFLSFTIFFLW-RRHKK- - AREI -
NITPPDTAGAIVDKRIGLKECEERCIENCNCTAFANTNIQDGGSGCVLWTRELED IRRYVDAGQDLYVRLAAVDLVTE: - -« - KAN- NNSGKTRTIIGLSVGAIAFIFLSFTIFFIW.RRHKQ. - AREI -
NMKLPETSGAIVDKRIGLKECEERCIENCNCTAFANTNIQDGGSGCVLWTRELAD IRRYVDAGQDLYVRLAAVDLVTE- - - - - KGN-NNSRKTRTIIGLSVGATALILLSFTIFFFW-RKHKQ- - ARG | -
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KMKLPTTTMTTVYDRRINWKECREKCLTDCNCTAFANAD IQNGGLGCVYMWTGELGDLRTYVVGGADLYVRMATADL -GE
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120

10T ‘L @l ‘19qno9 aulined ap asayL



© 2012 Tous droits réservés.

These de Pauline Goubet, Lille 1, 2011

C
foen Todion Sl e puatie OV o
13 90 0,834575 2 0,001363 Simple non
25 16 0,732759 2 0,005167 Simple non
25 51 0,703114 2 0,007700 Simple non
26 53 0,889971 2 0,007361 Volume non
29 13 0,80198 2 0,002938 Simple non
31 32 0,964133 2 0,002239 Volume non
31 32 0,962306 2 0,000896 Grantham non
32 78 0,900552 2 0,008129 Grantham non
32 78 0,971361 2 0,005368 Polarité non
36 21 0,803428 2 0,006117 Grantham non
40 28 0,967827 2 0,004874 Polarité non
40 69 0,925318 2 0,009355 Polarité non
45 48 0,999997 2 0,005679 Simple non
45 48 0,999997 2 0,004915 Volume non
45 82 0,999998 2 0,005467 Simple non
45 82 0,999998 2 0,004584 Volume non
46 78 0,830348 2 0,004739 Grantham non
46 78 0,970552 2 0,003540 Polarité non
48 48 0,999999 2 0,004769 Grantham non
48 48 0,999999 2 0,005127 Simple non
48 48 0,999999 2 0,003456 Volume non
48 82 0,999999 2 0,004769 Grantham non
48 82 0,999999 2 0,005127 Simple non
48 82 0,999999 2 0,003456 Volume non
49 48 0,999996 2 0,005426 Grantham non
49 48 0,999997 2 0,005676 Simple non
49 48 0,999996 2 0,004321 Volume non
49 82 0,999996 2 0,005426 Grantham non
49 82 0,999997 2 0,005676 Simple non
49 82 0,999996 2 0,004321 Volume non
53 48 0,999999 2 0,005126 Simple non
53 82 1 2 0,008907 Polarité non
53 82 1 2 0,004321 Simple non
54 48 0,734099 2 0,009448 Grantham non
54 48 0,932402 2 0,007450 Polarité non
54 6 0,953482 2 0,001488 Volume non
54 82 0,734094 2 0,009448 Grantham non
54 82 0,932393 2 0,007450 Polarité non
54 48 0,999905 2 0,000213 Volume non
54 82 0,999905 2 0,000213 Volume non
55 26 0,734661 2 0,005969 Simple non

121

http://doc.univ-lille1.fr



© 2012 Tous droits réservés.

55
55
55
55
62
62
63
63
63
63
63
63
63
65
65
65
65
77
80
80
80
81
91
92
92
92
94
98
98
98
104
104
105
203
212
214
214
218
224
226
226
226
226
228
229
231

48

53
82
27
49
48
48
48

82
82
82
14

32
48
53
82

89
28
28
69
32
14
14
14
90
90

25
91
13
18
63
31
48
48
82
82
35
16
49

0,69387
0,705145
0,967338
0,693866
0,815273
0,717477
0,999999
0,999999
0,999999
0,970054
0,999999
0,999999
0,999999
0,693047
0,962845
0,705782
0,930921
0,763221
0,938697
0,926093
0,938707
0,724824

0,74666
0,788142
0,972752
0,939363
0,788092
0,982769
0,971028
0,980188
0,793766
0,805367
0,722799
0,817968
0,853518
0,810612
0,956198
0,723806
0,700373
0,999999
0,999999

1
0,999999
0,700028
0,821565

0,72203
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231 62 0,847333 2 0,001421 Simple non
256 9 0,825912 2 0,001703 Simple non
267 48 0,999993 2 0,006360 Simple non
267 82 0,999994 2 0,006148 Simple non
272 63 0,701392 2 0,008127 Simple non
274 26 0,797248 2 0,001938 Simple non
279 82 1 2 0,008740 Polarité non
279 82 0,999999 2 0,005246 Simple non
279 82 0,999999 2 0,004191 Volume non
D
12 6 0,612734 2 0,0085409 Volume non
26 53 0,70027 2 0,0044109 Volume non
32 78 0,609596 2 0,009406 Grantham non
33 54 0,491127 2 0,0091226 Polarité non
34 40 0,577304 2 0,0099826 Volume non
39 64 0,543157 2 0,006732 Polarité non
40 28 0,869579 2 0,0010623 Polarité non
40 69 0,761865 2 0,0034525 Polarité non
41 61 0,653153 2 0,0067971 Volume non
45 43 0,580824 2 0,0067447 Volume non
45 82 0,998002 2 0,0007767 Polarité non
48 26 0,529718 2 0,009502 Grantham non
48 48 0,998996 2 0,0001937 Volume non
49 48 0,96325 2 0,0005937 Volume non
53 48 0,857335 2 0,0086383 Polarité non
54 6 0,766548 2 0,0028387 Polarité non
54 6 0,832411 2 0,0009099 Volume non
57 58 0,51474 2 0,0084041 Polarité non
63 43 0,613163 2 0,0053377 Volume non
65 44 0,551749 2 0,0084493 Charge non
72 62 0,5684 2 0,0061033 Charge non
80 26 0,635241 2 0,009191 Polarité non
91 89 0,589631 2 0,0091625 Grantham non
92 28 0,690079 2 0,0053505 Polarité non
92 69 0,771048 2 0,0032103 Polarité non
94 32 0,625023 2 0,004448 Grantham non
104 90 0,658553 2 0,0004237 Charge non
200 24 0,655822 2 0,0076534 Polarité non
211 86 0,587853 2 0,0055094 Polarité non
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222 3 0,77031 2 0,0077702 Charge non
225 32 0,699277 2 0,0025234 Polarité non
226 6 0,572829 2 0,0064859 Polarité non
235 5 0,540582 2 0,0099636 Polarité non
243 58 0,604694 2 0,0013118 Charge non
262 89 0,622017 2 0,009846 Polarité non
267 48 0,997681 2 1,62E-05 Volume non
E
Position(s) sur SRK P;)Zitlsoglgs) co?iacfl.u(iti?on Taille p-value I;gfﬁif;e FDR
25,229, 304 16 0,716373 4 0,0086374 Simple oui
109, 297, 315 49 0,721087 4 0,0076485 Simple oui
120, 132,134, 376 48, 82 1 6 0,0106545 Grantham oui
120, 132, 134, 376 48, 82 1 6 0,0193659 Volume oui
164, 294 51, 69 0,693135 4 0,0326485 Simple oui
212 91 0,871588 2 0,0399952 Simple oui
231 62 0,868685 2 0,037379 Simple oui
380, 400 40 0,863147 3 0,0015519 Simple oui
397 28 0,999997 2 0,0067039 Charge oui
434 91 1 2 0,0020759 Charge oui
34, 44, 95, 104, 209, 382 - 0,957685 6 0,0164306 Volume oui
37,158, 186, 397, 401, 405 - 0,592999 6 0,0257161 Simple oui
48, 53, 63, 122,137, 226, 279 - 1 7 0,0342192 Simple oui
48, 63,122,137, 279 - 1 5 0,0312341 Volume oui
48, 63,122,137, 226, 279 - 1 6 0,0250074 Grantham oui
194, 297, 298 - 0,975889 3 0,0109556 Polarité oui
194, 298 - 0,979163 2 0,0029111 Grantham  oui
222,449 - 0,999999 2 0,0350501 Volume oui
237,316 - 0,866881 2 0,0445603 Simple oui
291, 323, 409, 410 - 0,718069 4 0,0107022 Simple oui
375,377 - 0,877129 2 0,0468973 Simple oui
391, 443 - 0,945443 2 0,0044609 Simple oui
F
Position(s) sur SRK Posttion(s) SAL¢e faille pvalue | oP' ' FDR
40, 113, 160, 256, 300, 366 28,90 0,911244 8 0,03558  Polarity  oui
57, 82,118, 304, 322, 377 49 0,870342 7 00136346 Charge oui
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62, 80, 256, 278, 390, 399 9 0,855544 7 0,0348837 Volume  oui
91, 94, 166 81 0,80642 4 0,0245296  Charge  oui
125, 339, 382, 436 41,97 0,857275 6 0,0254623 Grantham oui
132 82 0,944763 2 0,018209  Volume oui
137 48 0,999602 2 0,0040699 Volume oui
269, 440 42 0,745389 3 0,0467706  Charge  oui
328 32 0,905225 2 0,0450273 Volume oui
397 28 0,998656 2 0,0015401 Charge  oui
7,222,226,245,311, 368, 391 - 0,860792 7 0,03125 Charge oui
18,175, 313 - 0,816895 3 0,0329913  Charge  oui
31,94, 248, 311 - 0,858416 4 0,0120223 Grantham oui
34,54, 298, 337 - 0,882155 4 0,0014582 Grantham oui
37,213 - 0,727353 2 0,0478066 Grantham oui
40, 93 - 0,993728 2 0,0031248 Volume oui
43, 95,129, 253, 366, 419, 454 - 0,863151 7 0,0238468  Charge  oui
44,209 - 0,955499 2 0,021104  Polarity  oui
45,120 - 0,999486 2 0,0078576  Polarity  oui
48, 279 - 0,99999 2 0,0001019 Grantham oui
48, 63 - 0,999946 2 0,0002968 Volume oui
49,122,421, 429 - 0,996849 4 0,004264 Volume  oui
49, 267 - 0,998452 2 0,0152701 Polarity  oui
82,253 - 0,853008 2 0,0385655  Polarity  oui
91, 151, 164, 292 - 0,815919 4 0,0390464 Grantham oui
104,113, 120, 132, 133, 183, 243, 270, 340, 366 - 0,915442 10  0,0191799 Grantham oui
104, 209 - 0,972575 2 0,0347644 Volume oui
132,279 - 0,999685 2 0,005372  Polarity  oui
133, 270 - 0,987178 2 0,0316515 Volume oui
194, 297 - 0,866382 2 0,007731  Polarity  oui
208, 445 - 0,983676 2 0,0284162 Grantham oui
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Figure supplémentaire 11. Groupes de positions montrant un signal de coévolution par corrélation (A) et par compensation (B) dans le domaine S de la
protéine SRK, dans le cadre de I’analyse par clusters (DUTHEIL and GALTIER 2007). Une représentation schématique du domaine S de SRK est incluse en
haut de la figure, indiquant les différentes régions fonctionnelles (MARCHLER-BAUER et al. 2011) et les régions hypervariables (NISHIO and KusABA 2000). Les
positions indiquées se référent a I’alignement des séquences protéiques, et non aux positions absolues sur les séquences.
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These de Pauline Goubet, Lille 1, 2011

RESUME

Chez les plantes hermaphrodites, 1'auto-incompatibilité est un systéme génétique permettant de
limiter la dépression de consanguinité par évitement de 1'autofécondation. Ce systéme est considéré
en biologie évolutive comme l'un des caractéres modeles d'une forme particuliere de sélection
naturelle, la sélection fréquence-dépendante. Chez les Brassicaceae, le systéeme d’auto-incompatibilité
est contrélé par une région génomique appelée le locusS. Cette région comprend deux genes
fortement liés, dont un codant une protéine déposée a la surface du pollen et l'autre une protéine
transmembranaire du pistil. La reconnaissance de type clé-serrure entre ces deux protéines provoque
une cascade de réactions se traduisant par l'inhibition de la croissance du tube pollinique. Si les génes
impliqués sont relativement bien décrits, peu de données relatives a la diversité et a la dynamique de
leur région génomique sont a jour disponibles. Dans ce contexte, douze séquences génomiques
comprenant le locus S ont été obtenues dans le genre Arabidopsis par le séquencage de clones BAC. Ces
séquences illustrent I'intérét des données génomiques dans l'analyse d’une région telle que le locus
d’auto-incompatibilité, soumise a de fortes contraintes sélectives. Dans un premier temps, I'annotation
d’une douzaine de séquences fonctionnelles chez A. lyrata et A. halleri a permis d’examiner les patrons
d’évolution moléculaire du locus d’auto-incompatibilité et de ses régions flanquantes. Une seconde
partie se concentre quant a elle sur la perte du systeme d’auto-incompatibilité chez A. thaliana, et
notamment sur 1'occurrence de réarrangements et d’évenements de recombinaison entre séquences
non fonctionnelles. Enfin, une analyse préliminaire de la coévolution entre les protéines du pollen et
du pistil a pu étre réalisée.

Mots clés: Systemes de reproduction, auto-incompatibilité sporophytique, locus S, recombinaison,
sélection fréquence-dépendante, dominance, éléments transposables.

ABSTRACT

Self-incompatibility is a common genetic system limiting inbreeding depression by preventing selfing.
This system is considered in evolutionary biology as one of the models of frequency-dependant
selection, a particular type of natural selection. In the Brassicaceae family, the self-incompatibility
system is controlled by a genomic region called the S-locus and comprising two tightly linked genes.
The first gene encodes a ligand deposited on the pollen surface and the second its transmembrane
receptor. Molecular recognition between these two proteins leads to a cascade of reactions resulting in
the reject of self-pollen. If the self-incompatibility genes are becoming well understood, the diversity
and dynamics of their genomic region remains poorly described. In this context, twelve genomic
sequences of the region comprising the S-locus were obtained in the genus Arabidopsis through
sequencing of BAC clones. These sequences highlight the relevance of genomic data in the analysis of
regions under such selective constraints. First, the annotation of twelve functional sequences in A.
lyrata and A. halleri allows to study the patterns of evolution of the S-locus and its flanking regions.
Second, the loss of the system was investigated in A. thaliana, in particular through the occurrence of
rearrangements or recombination events in non-functional sequences. Finally, a preliminary analysis
of coevolution between pollen and pistil proteins was achieved.

Keywords : Mating systems, sporophytic self-incompatibility, S-locus, recombination, frequency-
dependent selection, dominance, transposable elements.
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