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SOMMAIRE

Le génome eucaryote est rempli de séquences répétées égoistes tels que les
éléments transposables et les ADN satellites. L’évolution rapide et la variation du nombre
de copies de ces séquences conduisent a 1’évolution rapide des éléments responsables de
leur inactivation afin de limiter les conséquences déléteres pour 1’hote. Par conséquent,
I’hybridation entre espéces peut mener a la dérépression de ces éléments génétiques
égoistes en raison de I’accumulation d’incompatibilités génétiques dans les genes codant
pour les protéines impliquees dans leur répression qui ont ainsi été liées a 1’isolement
reproducteur entre especes. Pourtant, des observations contradictoires ne montrant aucune
dérépression dans certaines lignées hybrides rendent la généralisation de ce modéle
difficile. Dans cette étude, nous avons quantifié et caractérisé le contenu en éléments
répétés chez Fundulus heteroclitus et F. diaphanus, deux espéces de Kkillis Nord-
Américains ayant divergé il y a environ 15 a 25 millions d’années, ainsi que chez leurs
hybrides se reproduisant de fagon asexuée. Nous avons observé que F. diaphanus posséde
une charge en élément répétés plus élevée que F. heteroclitus, ce qui était attendu puisque
F. diaphanus possede un plus gros génome. De plus, nous avons observé que leurs
hybrides avaient une charge en éléments répétés légérement plus élevée qu’attendu.
L’accumulation de ces séquences répétées chez les hybrides se reproduisant de fagon
asexuée est associée avec des éléments mobiles jeunes récemment actifs chez les espéces

parentales.

Mots clés : ADN satellite, élément transposable, hybridation, reproduction asexuée,

poissons



Vi

TABLE DES MATIERES

MEMBRES DU COMITE CONSULTATIF .....ovotieeeeeeeesecteseteeeeses s sesas s sesse s i
MEMBRES DU JURY ..ttt e et snae e sna e e e nneeeennneeens ii
REMERCIEMENTS ..ottt sttt n et nnns WY
SOMMIAIRE ... et e et e st e e arb e e e sabe e e sseeeensaeeaneeeas Y
TABLE DES MATIERES ..ottt et es sttt sssss s nessas s ssnes s Vi
LISTE DES TABLEAUX ...ttt viil
LISTE DES FIGURES. ...ttt iX
LISTES DES ABBREVATIONS FRANGCAIS .....oocviveeevieeerecteeeeeeseeee e ensie s X
LISTES DES ABBREVATION ANGLAIS.......cooovieeieieeeeeeeeeeesesese s esee s Xi
AVANT-PROPOS ... oottt e et e et e e e nne e e e nneeeasaeeanneeean Xii
INTRODUCTION GENERALE ......ooooiiiiiiiineineieiesissss et 1
1.1, La«matiere NOire » du gENOME. .......c.orviirerieieierieieesie et 2
1.1.1. Les éléments transposables (ETS) ....civeieiieieeie et 2
1.1.2. L7 ADN SAtEIIITE uvveiiiiiiiieeeciiie e e ettt e et e e e et e e e s et ae e e e s eaae e e e s s treeeessnbeneeeaas 4
1.1.3. Etudes des SEQUENCES MEPELEES ...........covieeeeeeeeeeeeseeeeeeeess et 5
1.2.  L’hybridation et les bases moléculaires de 1’isolement reproducteur.................... 7
1.2.1.  Causes et conséquences de la reproduction asexuée chez les hybrides ............. 8
G TV [0 Yo 1<) (e < 1 e SR 10
S © ] o] 1= od 1] £ USSR PORPRRSON 11

ANALYSIS OF REPETITIVE DNA LANDSCAPES IN FUNDULUS
HETEROCLITUS AND F. DIAPHANUS REVEALS ACCUMULATION OF A
NEPTUNE-LIKE ELEMENT IN THEIR ASEXUALLY REPRODUCING HYBRID.12

2.1, ADSEIACE .ottt bt 13
/2 1011 oo [ Tox 1 o o SRS 14
2.3.  Material and MEethOdS .........ccoiiiiiiiiiicie e 16
2.3.1. Fish collection and tissue Sampling ..........ccocviiiiiiiiii e 16
2.3.2. DNA extractions and multi-locus genotyping ........ccccceeveeveiieeveccicieece e, 17
2.3.3. Library preparation and SEQUENCING ........cccerireriririreeieiee e 17
2.3.4. REPEAt ANAIYSES .....coveiciiccee e 17
2.4, ReSUItS and DISCUSSION........cueiuiiieireieaieseesieeiesee e eee e sae e sreesseeseesreesreeneennes 18
2.5, CONCIUSION ..ttt ettt sttt enes 27

2.6.  Data availability ..........cooiiiiiii 27



vii

2.7.  ACKNOWIEAGEMENTS ....cuiiiiiiieie et 27
DISCUSSION GENERALE ......ccoootiiiiriieeinnineieeeseessssessise st esssssssssesssessncens 28
3.1.  Les profils en ADN répétés de F. heteroclitus et F. diaphanus...........c..ccccevnen. 29
3.2.  Le profil en ADN répété des hybrides est intermédiaire aux parents .................. 30
3.3, LImites de IPEtUAE......ccoiiiiiiii i 31
KB e 6] 01T (NSO 33
KR T O o (1] o] o SRR US R 34
REFERENCES......cooioreuiiritseseeee sttt sttt sttt ssssssnsnes 35
ANIN EXE A e 42
ANNEXE Bttt sttt sttt sttt ne et e e ne e 43
ANNEXE C..ooooee ettt e e e et e e e s st e e e eae e e e nne e e s neeeareeeaneeean 44

ANNEXE D ..o 45



viii

LISTE DES TABLEAUX

TABLE 1: REPEAT CONTENT IN FUNDULUS SPP.. ...uuiiieieeeeieeee et e e et e e e e eeeeeesetnaeesennnee s 20



LISTE DES FIGURES

FIGURE 1. CLASSIFICATION DES ELEMENTS TRANSPOSABLES ...cccviieiiiiittteieee e e e s seivvvaeeee s 3
FIGURE 2. STRUCTURE GENERALE DES ELEMENTS TRANSPOSABLES A ADN DE LA SOUS-
CLASSE |t 5
FIGURE 3. DIFFERENCES ENTRE LES ELEMENTS TC1/MARINER ET HAT ...oveviviieeiciiee e, 6
FIGURE 4. LES DEUX FORMES GENERALES DESELEMENTS LINE. .............oooo 6
FIGURE 5. LES 3 DIFFERENTS MECANISMES DE LA REPRODUCTION ASEXUEE CHEZ LES
VERTEBRES.....coiiiiiiiiii e 9
FIGURE 6. REPETITIVE DNA PROFILES IN FUNDULUS SPP......vvviiiieeiiiiiiiiieeeee e senirneeeens 22
FIGURE 7. REPETITIVE DNA CONTENT IN FUNDULUS HYBRIDS .......cocoiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeee 24

FIGURE 8. REPEAT CLUSTERS THAT VARY THE MOST BETWEEN THE HYBRIDS AND
PARENTAL SPECIES ... etteetteeteetteeeesaeee s estaseeee s seee e s sesee s teeeesaseseasaseseennnseresnnnresennnns 26



LISTES DES ABBREVATIONS FRANCAIS

ADN : Acide désoxyribonucléique
ADNGdb : ADN double brin

ADNmt : ADN mitochondrial

ADNr : ADN ribosomal

ARN : Acide ribonucléique

ARNmM : ARN messager

CENP-A : protéine centromérique A
CLO : Cadre de lecture ouvert

EN : endonucléase

ET : Eléments transposables

FISH : hybridation in situ en fluorescence
MB : Megabases

piARN : ARN intéragissant avec PIWI

Tase : TransposaseADNr : ADN ribosomaux



LISTES DES ABBREVATION ANGLAIS

DNA : Deoxyribonucleic acid

RNA : ribonucleic Acid

TE : Transposable element

piRNA : RNA interacting with PIWI
KZNF : KRAB-zinc finger proteins
LINE : Long Interspersed repeat
TIR : Terminal inverse repeat

TSD : Target site duplication

LTR : Long terminal repeat

UTR : Untranslated region

PCR : Polymerase Chain Reaction
rDNA : Ribosomal DNA

NGS : Next Generation Sequencing
Bp : base pairs

Gb : Giga bases

PCA : Principal Component Analysis

PC : Principal Component

Xi



xii

AVANT-PROPOS

Cette these de maitrise suit un format de thése par article, lequel a été rédigé sous
la supervision d’Anne-Marie Dion-Cété. Comme premier auteur j’ai contribué au
développement du plan expérimental en partenariat avec ma superviseure. J’ai aussi
effectué toutes les manipulations en laboratoire. En collaboration avec Anne-Marie, le
professeur Alexander Sang-Jae Suh et son post-doctorant Francisco J. Ruiz-Ruano, j’ai
réalisé les analyses bio-informatiques ainsi qu’interprété les résultats qui en découlent.

J’ai également rédigé 1’ensemble du manuscrit avec leur rétroaction.

Le chapitre de recherche sera soumis dans le journal Genome Biology and
Evolution sous le titre de Analysis of repetitive DNA landscapes in Fundulus heteroclitus
and F. diaphanus reveals accumulation of a Neptune-Like element in their asexually

reproducing hybrids.



INTRODUCTION GENERALE



1.1. La « matiére noire » du génome

Bien que 1’on sache aujourd’hui que le génome eucaryote est truffé de séquences
répétées, les connaissances actuelles reposent sur des travaux ardus menés bien avant
I’avénement des technologies de séquencage modernes. La découverte des éléments
transposables par Barbara McClintock dans les années 1940 fut une étape importante en
génétique, reconnue par un prix Nobel en médecine ou physiologie attribué en 1983. Ses
recherches portant sur le mais ont révélé des phénomenes inhabituels ou certains motifs
de pigmentations des grains apparaissent et disparaissent d’une génération a 1’autre. Elle
conclut que ses observations n’étaient pas dues a la génétique mendélienne traditionnelle,
et découvrit ainsi les éléments génétiqgues mobiles qu’on nomme « éléments

transposables » ou « transposons ».

Une autre découverte importante quant aux ADN répété fut celle des ADN
satellites. Ces séquences non codantes découvertes dans les années 1960 ont longtemps
été considérées comme de I’ADN « poubelle » (ou junk DNA) puisque 1’on croyait que
leur seul role était de « polluer » le génome. Aujourd’hui, on sait que ces séquences jouent
un réle structural important, comme dans la ségrégation des chromosomes pour les
centromeres ou la protection des extrémites des chromosomes pour les téloméres (Lopez-
Flores & Garrido-Ramos, 2012).

1.1.1. Les éléments transposables (ETs)

Les ETs sont des séquences d’ADN considérees comme égoistes qui sont capables
de se déplacer a I’intérieur d’un génome et se retrouvent ainsi dispersées dans celui-ci.
Les éléments de classe I, ou rétrotransposons, sont des séquences mobilisées via un
intermédiaire d’ ADN rétro-transcrit en ADN complémentaire qui est ensuite réinséré dans
le génome, conduisant ainsi a une augmentation nette du nombre de copies. Les éléments
de classe 11, ou transposons a ADN, sont mobilisés sans rétrotranscription par excision de
I’élément suivie d’une insertion ailleurs dans le génome. En d’autres mots, les
rétrotransposons sont mobilisés par « copier-coller » tandis que les transposons a ADN

sont mobilisés par « couper-coller » (Figure 1) (Wicker et al., 2007).



Classe |: Copier-Coller Classe II: Couper-Coller

Rétrotransposon Transposon a ADN

| Transcription
ARNmM
VA VANV Excision
Transcription
inverse
|intégration | intégration

Figure 1. Classification des éléments transposables

La mobilisation des ETs peut s’avérer néfaste pour 1’hote de différentes facons.
En effet, en s’insérant a proximité ou a I’intérieur méme d’un géne, les ETs peuvent
déréguler I’expression des geénes adjacents ou interrompre les cadres de lecture ouverts,
en plus de pouvoir mener a des réarrangements chromosomiques par recombinaison
ectopique (Bourque et al., 2018). Ainsi, il est important pour 1’hote d’avoir des
mécanismes de défenses dits épigénétiques, tels que les modifications post-
traductionnelles des histones et la méthylation de I’ADN, afin de réprimer 1’expression et
la mobilisation des ETs (Dion-Coté & Barbash, 2017).

Chez les animaux, les piARNs sont a la base d’un systeme important pour la
répression transcriptionnelle des ETs. Ces petits ARNSs interagissent directement avec les
ETs pendant la transcription en produisant des séquences d’ARN double brin conduisant
a I’établissement d’hétérochromatine et donc la répression de leur expression (Le Thomas
et al., 2013). Un autre systeme important pour la répression des séquences répétées sont

les protéines a doigts de zinc KRAB (KRAB-zinc finger proteins (KZNF)). Ces protéines



interagissent avec les rétrotransposons durant la rétrotranscription en recrutant des
régulateurs de transcription (Imbeault et al., 2017). Ce faisant, les KZNF empéchent les
ARN polymérases I, Il et 1l de s’attacher au brin d’ADN en s’attachant a la séquence
cible, habituellement un ET et ainsi réprime la transcription de quelconques séquences
auxquelles le complexe s’est lié (De Tribolet-Hardy, 2022; Lupo et al., 2013).

Les génes codant pour les protéines impliquées dans les mécanismes de
répressions via les piARNSs et les KZNFs co-évoluent rapidement avec les ETs dans une
sorte de course aux armements (Cosby et al., 2019). Lorsque I’ET réussit a échapper des
mécanismes de répression de I’hote, ces génes doivent accumuler des mutations
secondaires afin de rétablir le mécanisme de répression. Ce systéme ho6te-ET co-évolue si
rapidement que plusieurs des composants sont souvent uniques a 1’espéce (Jacobs et al.,
2014).

1.1.2. L’ADN satellite

Les ADN satellites sont de courtes séquences répétées en tandem retrouvées entre
autres dans les régions centromériques, péri-centromériques et sub-télomeériques des
chromosomes. La taille des unités répétées (monomeres) varie de quelques (< 9) a
plusieurs centaines (> 200) de nucléotides, et leur nombre de répétitions peut varier de
quelques-unes a des milliers de copies (Lower et al., 2018). Les ADN satellites sont
importants pour le fonctionnement des centroméres et la formation de 1’hétérochromatine
(Louzada et al., 2020). En effet, une fonction importante de 1’hétérochromatine est
d’emballer I’ADN afin d’empécher la transcription de séquences répétées qui pourraient
rendre le génome instable. L’hétérochromatine influence également 1’assemblage de la
protéine centromérique A (CENP-A) en nucléosome (Allshire & Madhani, 2018). Cette
protéine est essentielle dans la ségrégation des chromosomes puisque c’est sur celle-ci que
s’attache les kinétochores (Musacchio & Desai, 2017).

Malgreé leurs fonctions importantes, les ADN satellites varient grandement entre
especes. En effet, tant la séquence que le nombre de copies du monomeére évoluent
rapidement, en raison du glissement de I’ ADN polymérase lors de la réplication de I’ADN,
ce qui peut mener a une contraction ou une expansion rapide du génome (Lower et al.,

2018). L’évolution rapide des ADN satellites peut empécher 1’appariement des



chromosomes ou la formation de la chromatine, et peut donc étre nuisible pour 1’hdte
(Thakur et al., 2021). 1l s’ensuit donc une autre course aux armements entre 1’hote et
I’ ADN satellite afin de conserver I’intégrité du génome. L’évolution rapide de cette course
aux armements peut mener a I’isolement reproducteur entre populations distinctes et
méme a la spéciation (Henikoff et al., 2001). Par exemple, la spécificité des séquences
satellites Sacl chez les poissons de 1’ordre des Pleuronectiformes qui suggére 1’évolution

rapide du taxon (Rodriguez et al., 2017).
1.1.3. Etudes des séquences répétées

Dans le cadre de cette thése, nous nous intéressons particuliérement au contenu en
éléments répétés chez des espéces de poissons téléostéens, dont les génomes sont parmi
les plus complexes du régne animal. Cela pourrait étre expliqué en partie par un événement
de duplication du génome entier (Volff, 2005). Le contenu en ET varie beaucoup d’un
taxon a I’autre, composant de 5 a 56% du génome. Chez les poissons, le contenu est
dominé par les ET & ADN, tels que les Tcl/mariner et les hAT, et les rétrotransposons
non-LTR tels que les LINEs (Shao et al., 2019).

Les Tcl/mariner et les hAT sont deux familles d’ET a ADN de la sous-classe | qui
se distinguent par un cadre de lecture ouvert, une transposase, délimitée par une répétition
terminale inverse (TIR, “’terminal inverse repeat’’) a chaque extrémité (Figure 2). C’est-
a-dire qu’a chaque bout on y trouve une séquence de longueur variable qui est le
complément inverse de I’autre. Par exemple, au bout 3° de la répétition on pourrait y

trouver la séquence TCGCA tandis qu’a I’extrémité 5’ on y retrouverait la séquence

TGCGA (Figure 2).
TIR TIR

Figure 2. Structure générale des éléments transposables a ADN de la sous-classe I.

Tase : transposase, TIR : répétition terminale inverse.

Les familles Tcl/mariner et hAT se distinguent ensuite par la duplication du site

cible (TSD, “’target site duplication ’’), une courte séquence repétée directe qui se retrouve



a chaque bout de I’ET. Chez les Tc/mariner, le TSD est toujours TA (Figure 3A) tandis
que chez les hAT le TSD est typiquement une séquence de huit nucléotides (Figure 3B).

A)
p—EE
B)
NNNNNNNN )—-—( NNNNNNNN

Figure 3. Différences entre les éléments Tcl/Mariner et hRAT

Les rétrotransposons se séparent en deux groupes par 1’absence ou la présence de
longue répétition terminale (LTR, Long Terminal Repeat). Les LTRs, tout comme les
TIRs, se retrouvent aux flancs des cadres de lectures de I’ET. Cependant, les LTRs sont
des répétitions directes beaucoup plus longues que les TIRs. Les LINEs sont une
superfamille de rétrotransposons non-LTR. Les LINEs possédent un cadre de lecture
ouvert (CLO) codant pour une endonucléase et une rétrotranscriptase (Figure 4A). Ce
CLO est fondamental pour leur transposition. Certaines familles possedent un deuxiéme

CLO de fonction encore inconnue (Figure 4B).

A)
B)
CLO
5'UTR JUTR

Figure 4. Les deux formes générales des €léments LINE. EN, endonucléase.

CLO, cadre de lecture ouverte., UTR, “‘untranslated region’’.

Malgré les avancées importantes réalisées au cours des 20 dernieres années en
matiere de technologies de séquencage, I’étude des séquences répétées demeure difficile.
En effet, la nature répétée de ces séquences peut mener a des erreurs au niveau de la
séquence comme telle, a des alignements imprécis des lectures de séquencage, en plus de
rendre 1’assemblage d’un génome entier extrémement complexe. Pour contourner ce

probléme, plusieurs outils computationnels ont été développés. En ce qui concerne les



éléments répétés, ces outils se retrouvent habituellement sous deux volets, selon qu’ils
sont dédiés a I’identification ou la quantification. Une approche souvent utilisée pour
I’identification d’éléments mobiles est la recherche par homologie. Ces outils, tel que
RepeatExplorer, recoivent les données brutes de séquencage puis regroupent les
séquences répétées en différentes grappes. Ensuite, I’outil recherche dans différentes bases
de données afin d’associer chaque grappe au niveau de classification le plus spécifique
possible (Novak et al., 2013). Apres I’identification d’éléments répétés, certains outils
comme RepeatMasker permettent de quantifier la proportion du génome occupeée par ces
séquences. RepeatMasker recoit les données produites par RepeatExplorer et les aligne
sur un génome de référence (Smit et al., 2013).

1.2. L hybridation et les bases moléculaires de I’isolement reproducteur

Selon le concept d’espece biologique, une espece désigne un groupe d’individus
aptes ou potentiellement aptes a se reproduire ensemble et qui sont isolés
reproductivement d’autres groupes (Mayr, 1942). Ainsi, la spéciation implique le
développement progressif de barriéres a la reproduction. Les mécanismes d’isolement
reproductifs peuvent étre pré-zygotiques, en empéchant la formation du zygote, ou post-
zygotiques, en limitant la viabilité ou la fertilité de ’hybride. Néanmoins, 1I’hybridation
entre especes apparentées peut survenir malgré ces barriéres reproductives, par exemple,
dans une zone partagee entre deux espéces parapatriques ou lors d’un contact secondaire
apres la spéciation comme telle (Abbott et al., 2013). Ces événements peuvent permettre
de mettre en évidence la nature des barriéres a la reproduction.

Les séquences d’ADN répété semblent contribuer a I’isolement reproducteur entre
plusieurs espéces, probablement en raison de leur évolution rapide. Chez la drosophile, il
a été rapporté qu’une mauvaise compaction des régions d’hétérochromatine comportant
des séquences d’ADN satellite spécifiques a 1’espéce prévient la ségrégation des
chromosomes lors de la mitose, ce qui peut causer la mort de I’hybride (Ferree & Barbash,
2009).

Les incompatibilités entre les ETs et les mécanismes de suppression de I’hote
devraient quant a elles conduire a une explosion de I’activité des ETs (Maheshwari &

Barbash, 2011). De plus, les mésappariements entre les piARNSs transmis par la mére et



les ETs hérités du pere devraient conduire & une dérepression des ETs chez I’hybride
(Kelleher et al., 2012).

1.2.1. Causes et conséquences de la reproduction asexuée chez les hybrides

La majorité des vertébrés se reproduisent de fagon sexuée, ce qui désigne la
formation d’un zygote par I’union de gamétes provenant de deux parents de sexes opposés.
Ce mode de reproduction permet le brassage du pool génétique de la population via la
recombinaison allélique. La reproduction sexuée permet aussi de purger les mutations
deéléteres de la population, puisque les individus portant ces mutations seront désavantagés
et potentiellement éliminés par sélection naturelle (Maynard Smith, 1978).

Cependant, I’hybridation entre deux espéces peut mener a des lignées hybrides
femelles se reproduisant de facon asexuée. La reproduction asexuée désigne des cas ou la
progéniture est issue d’un seul génome parental. Dans certains cas, la progéniture issue
d’une telle reproduction est un clone de I’entité parentale. Chez les vertébrés, les modes
de reproduction asexuée sont la parthénogeneése, la gynogenése et I’hybridogenese (Figure
5). La parthénogenése se dit de la production d’un zygote a partir d’ceufs non fertilisés
(Maynard Smith, 1978). La gynogenése se distingue de la parthénogenese par
I’implication du spermatozoide dans 1’activation du développement. Il est a noter que le
génome male n’est pas intégré dans 1’ceuf (Avise, 2008). Le mécanisme de
I’hybridogenése nécessite non seulement I’implication du gaméte male, mais aussi
I’exclusion de celui-ci et la réintégration d’un nouveau génome male pour activer le
développement de I’ceuf. Dans ce mode de reproduction asexuée, 1’ceuf non-fécondé
contient seulement le génome maternel. Le génome du gamete male est donc incorporé
lors de la fécondation pour restaurer la diploidie. Ainsi, seulement le génome maternel est
transmis asexuellement (Dalziel et al., 2020). Bien entendu, la reproduction asexuée issue
de I’hybridation mene & un génome hybride hautement hétérozygote. Enfin, puisque la
recombinaison méiotique est interrompue, une consequence prédite de ce mode de

reproduction est I’accumulation de mutations déléteres (Pamilo et al., 1987).



Le génome paternel
est exclu de I'ceuf

CEuf non-réduit CEuf non-réduit ) X
lors de 'cogenése

O

b
ol
&)

Le gameéte male active

Developpement Le gaméte male active le développement. Un

sans la participation le développement nouveau genome

du gamete male sans fécondation paternel est intégré
dans I'ceuf

Figure 5. Les 3 différents mécanismes de la reproduction asexuée chez les vertébrés. A)

Parthénogenése, B) Gynogenese, C) Hybridogenése. Adapté de Dalziel et al. 2020.

Les conséquences génomiques de la reproduction asexuée chez I’hybride sont
difficiles a prédire, particuliérement en ce qui a trait aux séquences d’ADN répétées. D un
cbté, I’hybridation tend a déstabiliser le génome de I’individu hybride (Dion-Coté &
Barbash, 2017). Les incompatibilités entre les différents partenaires de la machinerie de
suppression de 1’hote peuvent entrainer une incapacité de reconnaitre et réprimer les ETSs.
De la méme maniére, les piARN de I'espece maternelle pourraient ne pas reconnaitre les
éléments transposables transmis par I'espéce paternelle. Ainsi, on s’attend a ce qu’il y ait
dérépression suivie d'une accumulation d’ETs, suivant un événement d’hybridation
(Michalak, 2009).

Quant aux conséquences de la reproduction asexuée, le constat est beaucoup moins
clair. Selon les prédictions, la charge en sequences répétées devrait étre réduite au fil des

générations, puisque I’absence de partenaires males préviendrait I’apport de nouveaux
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éléments via leurs génomes (Hickey, 1982). En effet, les travaux de Valizadeh et Crease
(2008) chez Daphnia pulex, démontrent une charge réduite de I’ET de classe II Pokey
chez les organismes se reproduisant de facon asexuée. Cependant, les séquences répétées
ont la capacité de s’auto-répliquer, ce qui conduirait a une accumulation rapide de ces
séquences puisque 1’absence de recombinaison méiotique chez les asexués ne permet pas
de purger les mutations déléteres (Dolgin & Charlesworth, 2006). Les travaux de Jaron
et al. (2021) démontrent qu’il reste difficile de distinguer les conséquences génomiques
de la reproduction asexuée par rapport a celles de 1’hybridation, puisque la majorité des
lignées asexuées eucaryotes sont d'origine hybride. De plus, différents mécanismes
pourraient expliquer une réduction de la charge en ADN répété chez les organismes se
reproduisant de maniere asexuée. En effet, I’activité ainsi que la charge en ETs dans les
génomes parentaux en plus du mécanisme derriere le mode de reproduction asexuée

pourraient tous deux en étre responsables.

1.3. Modé¢le d’étude

Fundulus est un genre de poissons téléostéens appartenant a la famille des
Fundulidae qui regroupe 38 espéces (Dawley, 1992). Ces especes sont abondamment
présentes dans les écosystémes d’eau douce, comme les riviéres, ainsi que dans les
écosystemes marins le long de la cote est de I’Amérique du Nord (Wiley, 1986).
L’hybridation entre les espéces de ce genre est commune et bien étudiée (Duggins et al.,
1995; Gonzalez et al., 2009; Schaefer et al., 2016).

Parmi ces zones hybrides, on retrouve le croisement entre le fondule barré
(Fundulus diaphanus) et le choguemort (F. heteroclitus), deux especes ayant divergeé il y
a 15 a 25 millions d’années (Ghedotti & Davis, 2017). Ces deux espéces euryhalines
préferent des habitats différents, le fondule barré retrouvé en eau douce, tandis que le
choquemort est particulierement retrouvée en eau salée. Malgré leurs distributions
contrastées, ces especes sont capables de produire une descendance hybride viable et
fertile lorsqu’elles se retrouvent en sympatrie, mais se reproduisant parfois de fagon
asexuée (Dawley, 1992; Fritz & Garside, 1974a). C’est le cas dans la région Atlantique

du Canada ou on y retrouve plusieurs zone hybrides le long des estuaires ainsi que dans
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certain lacs. A Porters Lake, en Nouvelle-Ecosse, un lac présentant un gradient de salinité
ou le contact secondaire entre F. diaphanus et F. heteroclitus remonterait a une
soixantaine d’années en raison d’une ouverture sur I’océan (Fritz & Garside, 1974a).
L’hybridation entre ces espéces y est relativement bien étudiée, et on y retrouve plusieurs
lignées hybrides clonales se reproduisant vraisemblablement par gynogenése (Dalziel et
al., 2020). Des analyses de I’ADN mitochondrial (ADNmt) ont révélé qu’a Porters Lake,
plus de 95% des hybrides proviennent d’un croisement entre F. diaphanus femelle et F.
heteroclitus male (Dalziel et al., 2020). Des analyses de génotypages multilocus sur cinq
marqueurs microsatellites ont dévoilé que plusieurs différentes lignées clonales existent
dans la population, révélant plusieurs événements d’hybridation (Herndndez Chéavez &
Turgeon, 2007).

1.4. Objectifs

L’objectif de cette thése était d’investiguer I’impact génomique de I’hybridation
et de la reproduction asexuée sur le génome des hybrides du genre Fundulus. Pour ce faire,
nous avons caracterisé et quantifié la charge en ADN répété de 14 individus femelles, soit
4 F. diaphanus, 3 F. heteroclitus et 6 hybrides provenant de la lignée clonale A ainsi qu’un
individu provenant de la lignée clonale D. Puisque la descendance hybride se reproduit de
fagon asexuée, deux prédictions différentes en découle. L’hybridation pourrait mener a la
dérégulation de I’ADN répété provenant de 1’espece paternelle si I’espéce maternelle ne
possédent pas les mécanismes de défense nécessaires. Similairement, la reproduction
asexuée devrait, sur une courte période, mener a ’accumulation de I’ADN répété en
absence de la recombinaison allélique. Au contraire, sur une longue période, la

reproduction asexuée menerait a une réduction du contenu en ADN répété.
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ANALYSIS OF REPETITIVE DNA LANDSCAPES IN FUNDULUS
HETEROCLITUS AND F. DIAPHANUS REVEALS ACCUMULATION OF A
NEPTUNE-LIKE ELEMENT IN THEIR ASEXUALLY REPRODUCING HYBRID

Alexandre-James Roussel, Francisco J. Ruiz-Ruano, Alexander Sang-Jae Suh, Anne-
Marie Dion-Cété
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2.1. Abstract

Eukaryotic genomes are replete with selfish repetitive sequences, such as
transposable elements and satellite DNA. Rapid sequence evolution and copy number
variation of repeats has been suggested to drive the rapid evolution of host genes
responsible for their silencing to limit deleterious consequences for the host. Derepression
of these selfish genetic elements has been observed in some hybrids between divergent
lineages, potentially due to the accumulation of genetic incompatibilities between
silencing genes. Yet, conflicting observations showing no derepression in other hybrid
lineages make it difficult to generalize this model. Here, we identify and quantify
repetitive DNA content in Fundulus heteroclitus and F. diaphanus, two killifish species
that diverged ~15-25 million years ago, as well as in their asexually reproducing hybrids.
We found that F. diaphanus had a higher repetitive DNA load than F. heteroclitus, which
was expected because of its larger genome size. Furthermore, we observed that asexually
reproducing hybrids had a slightly higher repetitive DNA load than expected, which was
primarily associated with mobile elements that were recently active in parental species.
One Neptune-like element showed a remarkable 4-fold accumulation in asexually
reproducing hybrids compared to parental species. Our results show a lack of generalized
derepression of repetitive DNA sequences following two hybridization events between F.

diaphanus and F. heteroclitus.

Keywords: Satellite DNA, Transposable element, hybridization, asexual
reproduction, fish
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2.2. Introduction

Genetic incompatibilities are often found between rapidly evolving genes. While
sequence divergence is sometimes driven by ecological processes, divergence also results
from neutral processes and internal genetic conflicts (Maheshwari & Barbash, 2011),
which arise when one genetic element biases its own inheritance at the expense of another.
Two types of rapidly evolving sequences have repeatedly been associated with such
intrinsic genetic incompatibilities and conflicts: transposable elements (TEs) and satellite
DNA.

Transposable elements (TESs) are selfish genetic elements interspersed throughout
the genome. Class | elements, or retrotransposons, require an RNA intermediate which is
reverse-transcribed into complementary DNA before inserting in the genome, thus leading
to an increase in copy number upon retrotransposition. Class Il elements, or DNA
transposons, transpose without reverse transcription via excision and insertion (Wicker et
al., 2007). TE mobilization can result in genome expansion, gene or promoter disruption,
the formation of DNA double-strand breaks and ectopic recombination (Bourque et al.,
2018). To mitigate deleterious impacts of TEs, hosts are equipped with silencing
mechanisms to prevent TE mobilization (Cosby et al., 2019). In animals, a central
component of these repression systems are piRNAs, which are small RNAs bound by
PIWI proteins to repress TE activity (Le Thomas et al., 2013). piRNA pathway proteins
evolve rapidly, and this is presumably driven by the rapid evolution of TEs trying to
escape host silencing in what is conceptualized as an evolutionary arms race (Kelleher et
al., 2012).

Satellite DNA is composed of tandemly repeated sequences that are most notably
associated with centromeric, pericentromeric and subtelomeric regions, thus having
critical functional and structural roles (Lower et al., 2018; Thakur et al., 2021). Repeat
unit sizes vary widely (2 — > 200 nucleotides), as well as their copy nhumber — from only
a few to thousands of copies (Lopez-Flores & Garrido-Ramos, 2012). This is because copy
number can vary dramatically through replication slippage and unequal exchange, leading
to rapid events of contraction and expansion (Charlesworth et al., 1986). Satellites are the

genetic elements that evolve the most rapidly evolves, which presumably drives the rapid
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evolution of satellite binding proteins to maintain their heterochromatinization and keep
up with their ability to segregate chromosomes properly (Henikoff et al., 2001; Malik &
Henikoff, 2002).

Both TEs and satellite DNA have been shown to be either derepressed or
misregulated in interspecific hybrids. This phenomenon is thought to result from the rapid
co-evolution of these selfish genetic elements and their regulating host machinery, leading
to mismatches in hybrids (Michalak, 2009). For example, (Kelleher et al., 2012) and
(Dion-Cote et al., 2014) found increased TE expression in Drosophila and fish hybrids,
potentially as a consequence from mismatches between paternally inherited TEs and
maternally transmitted piRNAs that are responsible for their silencing (Kelleher et al.,
2012; Parhad et al., 2017). In addition, increased TE copy number in interspecific hybrids
has been reported in plants (Comai et al., 2003; Ungerer et al., 2006). With respect to
satellite DNA, Ferree and Barbash (2009) found that species-specific heterochromatic
regions prevent proper chromosome compaction and segregation, causing hybrid lethality
in Drosophila (Ferree & Barbash, 2009). Similarly, satellite DNA divergence has also
been linked to altered chromatin structure, both in Drosophila and Xenopus hybrids
(Jagannathan & Yamashita, 2021; Kitaoka et al., 2022). Nevertheless, other investigations
have failed to detect any consequence of hybridization on repetitive sequences. For
example, no TE derepression was observed in Saccharomyces hybrids (Hénault, 2021,
Smukowski Heil et al., 2021) as well as in plants (Gobel et al., 2018; Kawakami et al.,
2011). Furthermore, other studies in Drosophila have failed to detect satellite DNA
disruption in viable female hybrids (Jagannathan & Yamashita, 2021). Overall, predicting
the impact of hybridization on repetitive sequences remains extremely challenging
(Heénault, 2021).

Fundulus heteroclitus and F. diaphanus are Killifishes that have diverged 15 to 25
million years ago (Ghedotti & Davis, 2017). While F. diaphanus is primarily a freshwater
species, F. heteroclitus is a species that preferentially occurs in saltwater. Both species are
tolerant to salinity variations and co-occur in brackish water where sexually and asexually
reproducing hybrids have been documented (Fritz & Garside, 1974a; Hernandez Chavez

& Turgeon, 2007). Porters Lake, Nova Scotia, displays a gradient of salinity where
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interspecific hybridization between F. diaphanus and F. heteroclitus has been well
documented. In Porters Lake, secondary contact between the parental species most likely
occurred around 70 years ago, according to the local population (Fritz & Garside,
1974b).Previous work has revealed that over 95% of these hybrids come from a female F.
diaphanus X male F. heteroclitus cross. While many clonal lineages exist within this
population, one lineage has been shown to be predominant (Dalziel et al., 2020;
Hernandez Chavez & Turgeon, 2007).

Here, we characterize and quantify repetitive DNA content in F. diaphanus and F.
heteroclitus and their hybrids. The fact that these F1 hybrids reproduce asexually leads to
different predictions. Hybridization could lead to derepression and accumulation of
paternally inherited TEs if the maternal species is naive to that TE (Dion-Coté & Barbash,
2017; Serrato-Capuchina & Matute, 2018). Similarly, asexual reproduction may lead to
an accumulation in repetitive DNA over a short period of time due to the lack of
recombination. On the contrary, asexual reproduction should lead to repeat load reduction

over longer periods of time because of the impossibility of new chromosome colonization.
2.3. Material and Methods
2.3.1. Fish collection and tissue sampling

All experimental procedures were revised and approved by the Université de
Moncton’s animal care and use committee (19-02). Fishes were collected from Porters
Lake, Nova Scotia (44°43'40"N, 63°18'00"W) during the Summer 2020 using beach seine
nets and minnow traps. Specimens were sexed visually (males being more colorful than
females fish) and, because asexually reproducing hybrids are exclusively females only
females were kept. Individuals were assigned to their species group using the method
developed by (Mérette, 2009). This maximum likelihood algorithm is based on the ratios
of three morphological measurements: 1) anterior insertion of the dorsal fin to the caudal
peduncle extremity, 2) posterior insertion of the anal fin to the caudal peduncle extremity,
and 3) the peduncle height (Annexe A). Fishes were then brought back to the Université
de Moncton where they were kept in brackish water tanks (12 ppt, Crystal Sea Marinemix,
Marine Enterprises International, Baltimore, MD, USA) until they were euthanized with
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a benzocaine overdose (2mL/L) and brain hemorrhage. Fin clips were sampled and kept
in 95% ethanol.

2.3.2. DNA extractions and multi-locus genotyping

We extracted DNA from fin clips using the E.Z.N.A tissue DNA extraction Kit
(Omega Bio-tek) following the manufacturer’s instructions. Each specimen was then
genotyped using two approaches. First, the mitochondrial DNA D-Loop locus was
analyzed to determine the maternal lineage of each specimen. To do so, a ~440bp fragment
was amplified by PCR and then digested with the restriction enzyme Hphl (New England
BioLabs), generating two fragments for F. heteroclitus (275 and 166 bp) and three for F.
diaphanus (211, 166 and 64 bp). Second, five microsatellites with species- or lineage-
specific alleles described by Adams et al. (2005, FNATG-B103, FhCA-1 and FhCA-21)
and Hernandez Chavez & Turgeon (2007, Fhell3 and Fhe57) were amplified (Annexe
B). The allele size for each locus was determined at The Center for Applied Genomics
using the Applied Biosystem 3730xI DNA Analyzer which we then analyzed using the

Microsatellite Analysis application (Thermo Fisher Connect Cloud).
2.3.3. Library preparation and sequencing

A total of 14 sequencing libraries was prepared: seven asexually reproducing
hybrids, four female F. diaphanus and three female F. heteroclitus. PCR-free libraries
(Lucigen) were prepared and sequenced on an Illlumina HiSeq Instrument with 150bp
paired-end reads by the Genome Quebec Innovation Center. To test for potential technical
biases, one of the specimens was sequenced three times. Furthermore, one of the
triplicated libraires was sequenced at a higher genome coverage (Annexe D). Quality
control of the sequencing was performed using FastQC (V0.11.9) and MultiQC (v1.13)
reports. The reads were then cleaned and trimmed with Trimmomatic (v0.38) using default
parameters except for ILLUMINACLIP 2:30:7:4, HEADCROP: 10 and MINLEN: 100.

2.3.4. Repeat analyses

RepeatExplorer2 (Novak et al., 2013) was used on subsampled raw reads through

its online server (Galaxy) to identify the different repeats. A custom repeat library was
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created using 71,429 random trimmed read pairs from all seven hybrid fish, for a total of
500,000 random read pairs in the dataset. The repeat clusters are classified into different
categories of an hierarchical decision tree (Annexe C). The RepeatExplorer2 pipeline
groups raw sequencing reads into clusters and superclusters based on homology. Then
uses different approaches, such as searching into multiple databases, to classify them into
the most specific category possible. For example, the uncharacterized repeat class
encompasses every repeat cluster that failed to be annotated in the satellite, mobile
elements, or rDNA categories. Unknown clusters encompasses every cluster that failed to
be classed within the organelle, contamination or uncharacterized repeat classes (Annexe
C)

The genome proportion of each repeat was quantified using the repeat library with
RepeatMasker (Smit et al., 2013). RepeatMasker was run on default settings for each fish
individually using the RepeatExplorer library as the reference and 10M raw reads as
query. These runs were done using various scripts from the NGS protocols GitHub suite
(https://github.com/fjruizruano/ngs-protocols, last access on 11/07/2022). The
replace_patterns.py script was used to transform the RepeatExplorer2 annotation to be
cluster specific. This cluster specific annotation was done to track from which parental
species the cluster came from. The Repeat_masker_run_big.py script was used to split up
the FASTA files to allow RepeatMasker to run on large files. We calculated repeat
landscapes using the calcDivergenceFromAlign.pl script from RepeatMasker. These plots
present the genome proportion of each class of repeats along divergence intervals of 1%.
We generated subtractive landscapes to differentiate between pairs of repetitive DNA

content by subtracting the abundance values of a library to the values from another library.
2.4. Results and Discussion

We first characterized the repetitive DNA content of F. diaphanus and F.
heteroclitus based on the RepeatExplorer annotation (Annexe C) While TEs are known to
be highly diversified in fishes (Chalopin et al., 2015; Sotero-Caio et al., 2017), non-LTR
retrotransposons and DNA transposons are typically the most abundant repeat families,
with many families still being active (Shao et al., 2019; Volff, 2005). Yet, the most

abundant category were unknown or unresolved clusters corresponding for 15.44% and
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14.71% of the F. diaphanus and F. heteroclitus genomes, respectively (Table 1). This
result is surprising as it is 3-fold higher than in other Cyprinodontiformes species (Shen
et al., 2016; van Kruistum et al., 2020). This difference could be attributed to the different
tools used for repeat annotation, as previous studies focused on annotating TEs with
RepeatModeler whilst we used RepeatExplorer, which also captures satellite DNA
sequences. Among annotated repeats, non-LTR retrotransposons such as LINEs were the
most abundant, as expected. Conversely, we identified very few DNA transposons (<1%
of Maverick and no hATS).
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Table 1: Repeat content in Fundulus spp. Genome proportion was calculated by adding the abundance value of each divergence
bin per repeat family, quantified by RepeatMasker, and dividing that total by the estimated genome size for each species (Dawley,
1992). F. heteroclitus has an estimated genome size of 1,330,080,000 base pairs (bp) whilst F. diaphanus is at an estimate of
1,476,780,000 bp. The hybrid genome was considered to be halfway between the parental species and was thus estimated at
1,403,430,000 bp. Annotation based on Annexe C.

Genome proportion (%) (Abundance (bp))
number of

Class clusters F. diaphanus F. heteroclitus Hybrids (observed) Hybrids (expected)
rDNA 2 0.31 (4,554,603) 0.48 (6,358,479) 0.19 (2,760,076) 0,39 (5,456,541)
Unknown 711 15.44

(227,966,393) 14.71 (195,701,327) 15.32 (215,063,088) 15,09 (211,833,860)
DIRS 8
(non-LTR) 0.06 (852,950) 0.09 (1,156,531) 0.09 (1,233,775) 0,07 (1,004,741)
LINE 184
(non-LTR) 8.36 (123,445,704) 7.28 (96,891,723) 8.06 (113,115,172) 7,85 (110,168,714)
Other LTR 19 0.47 (6,966,120) 0.36 (4,787,409) 0.42 (5,949,208) 0,42 (5,876,765)
Maverick 16
(DNA) 0.11 (1,638,762) 0.07  (934,789) 0.10 (1,424,009) 0,09 (1,286,776)
Penelope 16
(non-LTR) 0.33 (4,865,093) 0.37 (4,968,926) 0.36 (4,989,836) 0,35 (4,917,010)
Ty3 (LTR) 1 0.59 (8,749,211) 0.70 (9,323,783) 0.73 (10,208,067) 0,64 (9,036,497)
Retrovirus 4
(ERV) 0.18 (2,607,938) 0.04 (555,913) 0.11 (1,593,618) 0,11 (1,581,926)
Unclassifie 84
d repeats 3.05 (45,088,788) 2.69 (35,754,185) 3.45 (48,376,237) 2,88 (40,421,487)
satellite 33 1.49 (22,045,953) 2.51 (33,437,030) 2.20 (30,847,151) 1,98 (27,741,492)
Total 1078 30.39 29.30 (389,870,096) 31.04 (435,560,237) 29,88 (419,325,805)

(448,781,514)
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To compare repetitive DNA content of F. diaphanus and F. heteroclitus, we
generated species-specific repeat landscapes by determining the genome proportion
occupied by each repeat family for each Kimura substitution level bin, which refers to
nucleotide divergence between a given repeat cluster and its consensus sequence (Fig. 6,
A & B). This analysis revealed higher abundances among the lower Kimura substitution
level bins, consistent with a recent accumulation of repeats in both species. As expected,
we found that F. diaphanus had a higher repetitive DNA load than F. heteroclitus (Fig. 6,
A & B), which is consistent with its larger genome size (1.47 Gb for F. diaphanus vs 1.33
Gb for F. heteroclitus, (Dawley, 1992)). To visualize overrepresented repeat clusters in F.
diaphanus compared to F. heteroclitus, we made a subtractive repeat landscape by
subtracting the genome proportion occupied by each repeat cluster in F. heteroclitus from
F. diaphanus (Fig. 6, C.). This revealed a higher total repeat abundance in F. diaphanus.
Repetitive DNA was found to occupy 30.39% and 29.30% of the F. diaphanus and F.
heteroclitus respective genomes. We found that the main differences between parental
species were among less divergent repeats. We made a heatmap to visualize the major
differences in repeat class relative abundance between parental species (Fig. 6, D). We
distinguished two different groups of repeats with different relative abundance, one group
of repeat families being in higher abundance in F. heteroclitus and another group showing

higher abundance in F. diaphanus.
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Figure 6. Repetitive DNA profiles in Fundulus spp. A) repeat landscape of F. diaphanus.
B) repeat landscape of F. heteroclitus. C) subtractive repeat landscape between F.
diaphanus (A) and F. heteroclitus (B). D) Heatmap of the different repeat classes in F.

diaphanus (blue) and F. heteroclitus (red). Annotation based on Annexe C.

To visualize whether and how repeat content in hybrids differs from the parental
species, we performed a principal component analysis (PCA) on the genome proportion
occupied by each repeat cluster. Principal components (PC) 1 and 2 (Fig. 7, A) clearly

separated the three groups of fish. PC1 (66.1% of the variance) clearly separated parental
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species, which was expected given their contrasted repeat landscapes (Fig. 6, C). While
they represented only four repeat clusters out of 1078, retroviruses contributed the most
to the differences between parental species (close to 15% of variation explained by PC1).
Along PC1, hybrids were also intermediate between parental species, but slightly closer
to F. diaphanus. This was expected as F. diaphanus contributes to a larger proportion of
the hybrid genome due to its larger genome. PC2 (25.4% of the variance) clearly separates
hybrids from parental species, with all repeat classes being positively correlated, except
for rDNA and retroviruses, suggesting that repeats accumulate in hybrid genomes,

although very modestly.
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Figure 7. Repetitive DNA content in Fundulus hybrids. A) PCA of the repeat class content
on Fundulus fish. B) repeat landscape of Fundulus hybrids. C) subtractive repeat

landscape between the hybrids and the parents. Annotation based on Annexe C.

This last observation led us to test whether the hybrid repeat content is
intermediate to the parental species (hybrids being F1) by generating a subtractive repeat
landscape comparing the observed hybrid repeat content with the average repeat content
between parents (Fig. 7, B). This analysis revealed that hybrids had a higher repetitive
DNA content than expected for every repeat family except rDNA (Fig. 2, B), with the
genome proportion occupied by repeats being 0.65% higher in hybrids than in either
parent parental species (Table 1). These results suggest that, over a short period of time,
hybridization and/or asexual reproduction may lead to an accumulation in repetitive DNA
content, although the respective contribution of these processes remains difficult to

disentangle.

We then wanted to determine whether the repeat activity differences observed at
Fig. 7 C, were driven by singular repeats or by repeat clusters. To do so, we extracted the
repeat clusters that varied by more than 1M base pairs between the observed and expected
hybrid repeat content., which revealed three repeat clusters (Fig. 8). Ty3 and repeat.CL27
were 1.15 times and 4 times more abundant in the hybrids than in the parental species.
Satellite CL1 was within the parental range, although much closer to F. heteroclitus. The
derepression of repeat.CL27 led us to annotate manually to which family of repeats it
belonged to. Repeat.CL27 was found to be significantly similar to two Neptune elements,
a non-LTR Peneloppe-like clade, Neptune-6_SSa (positions 2271-2330, 81.67%) and
Neptune-2_GA (positions 2460-5128, 66.03%).
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Figure 8. Repeat clusters that vary the most between the hybrids and parental species. A)
Ty3, B) satellite.CL1, C) repeat.CL27.
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2.5. Conclusion

To conclude, this paper provided the repetitive DNA characterization of a unique
hybrid system. We were able to characterize and quantify the repetitive DNA load in 2
Fundulus species and their asexually reproducing hybrids. We found that F. diaphanus
had a larger repeat content than F. heteroclitus. We also found that the asexually
reproducing hybrids more repeats than expected although the accumulation of repeats was
modest. We found that the accumulation of repeats in hybrids were caused by the whole
repeat content providing evidence for generalized derepression though the exact cause

remains unknown.
2.6. Data availability
Raw data is available on NCBI SRA (PRINA862733)
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L’objectif général de ce projet était d’étudier les impacts génomiques de
I’hybridation et de la reproduction asexuée a 1’échelle génomique, en se concentrant
spécifiqguement sur les éléments répétés. Mon projet visait donc a caractériser et quantifier
la charge en éléments répétes chez F. heteroclitus et F. diaphanus, mais également chez
leurs hybrides se reproduisant de facon asexuée. Nous avons observé que la charge en
ADN répété était plus grande chez F. diaphanus, dont le génome 10,5% plus gros que F.
heteroclitus (Dawley, 1992), principalement en raison des éléments les plus jeunes. Nous
avons également remarqué que le contenu en ADN répété des hybrides était Iégerement
plus élevé qu’attendu et ce, pour toutes les classes d’éléments répétés, a 1’exception des
ADN ribosomaux. Enfin, trois ¢léments montraient un patron d’amplification s’écartant

largement de ce qui était attendu.
3.1. Les profils en ADN répétés de F. heteroclitus et F. diaphanus

L’évolution rapide des ADN répétés joue un role important sur I’expansion d’un
génome. En effet, la charge en ADN répété explique généralement bien la différence des
tailles du génome entre les espéces apparentée (Chalopin et al., 2015). On s’attend donc
que, en général, plus un génome est gros, plus il y aura d’ADN répété (Hickey, 1982).
Cependant, cette corrélation est plutdt modeste chez les téléostéens (Reinar et al., 2023;
Yuan et al., 2018). C’est effectivement ce que nous avons observés entre F. diaphanus et
F. heteroclitus. La charge en éléments répétés était 15% (448,7 MB versus 383,9 MB)
plus élevée chez F. diaphanus, qui posséde un génome 10,5% plus gros que F. heteroclitus
(1,47 GB versus 1,33 GB). A premiére vue, on constate donc que F. diaphanus posséde
une charge en éléments répétés plus élevée que F. heteroclitus. Cependant, leur charge
respective consiste en 30,39% et 29,30% du génome cette différence est effectivement
petite. Les travaux de Reinar et al. (2023) sur le contenu en ADN répété chez les
téléostéens ont également montré que la proportion en ET était faiblement corrélée a la
taille du génome (R? = 0,28). En autre mots, nos résultats supportent la tendance observée,
plus il y a d’ADN répété plus un génome est gros; cependant la variation de I’abondance
des ETs n’explique que 28% de la variation de la taille du génome (Reinar et al., 2023).

Les profils d’ADN répété ont revélé une plus grande proportion d’éléments répétés

jeunes par rapport aux vieux. Ce résultat était attendu puisque ces figures sont genérées
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en comparant la divergence entre une grappe donnée et sa séquence consensus. De cette
fagon, plus une séquence est divergente (donc agée), moins la détection de cet élement
sera efficace. Nous avons ensuite comparé les profils d’ADN répétés des especes
parentales afin de mieux visualiser les différences entre les deux especes a chaque niveau
de divergence. Cette analyse a révélé que la grande différence consiste en un exces global
en ADN répété chez F. diaphanus parmi les grappes les plus jeunes. Plus spécifiquement,
nous avons observé un exces chez F. diaphanus dans les classes LINE, LTR, Retroviruses,
Unclassified repeats et Unknown, tandis que 1’on a observé un exceés en rDNA, ADN
Satellites et Ty3 chez F. heteroclitus. Les grandes différences étaient parmi les trois
premiers niveaux de substitution Kimura correspondant aux éléments les plus jeunes.
Cette observation suggere que les différences observées sont le produit de 1’évolution
depuis la divergence de ces espéces de leur ancétre commun tel que rapporté

précédemment chez les sauterelles du genre calliptamus (Majid & Yuan, 2021).
3.2. Le profil en ADN répété des hybrides est intermédiaire aux parents

Le profil en ADN répété des hybrides était similaire aux espéces parentales, ce qui
n’est pas surprenant puisque leur génome provient des deux espéces parentales. Nous
avons ensuite investigué s’il y avait contraction ou expansion de la charge en ¢léments
répétés. Nos résultats ont montré que le contenu en ADN répété des hybrides était plus
¢élevé qu’attendu. En effet, cette analyse a révélé une accumulation, quoique modeste, de
chaque classe d’¢léments répétés, sauf des génes codant pour les ARN ribosomaux
(ADNIr) chez les hybrides, équivalant & une augmentation de 3,87% de ce qui était attendu.
Cette observation supporte I’hypothese que I’hybridation et la reproduction asexuée
devrait mener a une expansion de la charge en ADN répété sur une courte période (Bast
et al., 2016). Considérant 1’age de notre systéme, cette observation est cohérente. En effet,
la zone hybride a Porters Lake ne remontrait qu’a une soixantaine d’année, ce qui est
extrémement récent a 1’échelle évolutive. Puisque le temps de génération de F.
heteroclitus est estimé a une a trois années (Brown & Chapman, 1991), ceci représente
environ 20 a 60 générations depuis le contact secondaire entre les especes parentales. Nos
résultats concordent avec les travaux de Dennenmoser et al. (2019) qui avaient également

observé un surplus modéré en ADN répété chez des jeunes lignées hybrides du genre
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Cottus ainsi que 1’absence de dérépression massive d’une grappe spécifique
(Dennenmoser et al., 2019).

Ensuite, nous avons investigué plus specifiquement quels éléments répétes
contribuaient le plus aux différences observées entre la valeur hybride théorique et réelle.
On s’attendait a ce que les grappes variant le plus en abondance appartiennent aux
¢léments de classe 1. En effet, ces ¢léments se transposent a I’aide d’un mécanisme de
copier-coller tandis que les éléments de classe Il se transposent par un mécanisme de
couper-coller. Nos analyses ont identifié trois éléments mobiles variant de plus d’un
million de nucléotides, soient les grappes Ty3, Satellite.CL1 et Repeat.CL27. Ty3 était
1,15X plus abondant chez les hybrides qu’attendu par rapport aux espéces parentales
(Figure 6, A). Ce résultat, bien qu’intéressant, peut étre expliqué par le faible nombre
d’individus des especes parentales. En effet, puisque I’abondance en Ty3 chez les hybrides
n’est qu'un peu plus élevée que chez les espéces parentales, et que 1’on dispose que de
quelques individus parentaux, ce résultat ne nous permet pas de déterminer s’il y a
vraiment dérépression chez les hybrides. Satellite. CL1 n’était pas plus abondant chez les
hybrides. Plutét, cet élément était beaucoup plus abondant chez F. heteroclitus que chez
les F. diaphanus et les hybrides se retrouvaient alors aux abondances similaires a F.
heteroclitus (Figure 8, B).

3.3. Limites de I’étude

Enfin, nos analyses ont montré que 1’élément répété non catégorisé Repeat.CL27
était quatre fois plus abondant chez les hybrides que chez les espéces parentales (Figure
8, C). Cet élément était le seul parmi 1079 éléments répétés caractérisés a présenter une
accumulation importante. Nous avons donc ensuite annoté manuellement cette grappe,
puisque RepeatExplorer n’a pas réussi a I’identifier. En effet, comprendre a quelle sorte
d’élément répété cette grappe appartenait était important afin d’identifier les causes
possibles d’une telle accumulation. Les efforts d’annotation manuelle consistent
essentiellement a investiguer les bases de données comme RepBase, GenBank, gtRNAdb
et/ou CDD afin d’identifier des similarités de séquence nucléotidique ou protéique entre
notre séquence et d’autres éléments répétés. Ensuite, on souhaite identifier les motifs a

chaque flanc de la séquence, ainsi que la présence de motifs a I’intérieur de cette séquence.
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Ce travail nous a permis de classer Repeat.CL27 dans la famille des Neptunes, une famille
de rétrotransposon ressemblant aux éléments Penelopes.

En raison des contraintes d’échantillonnage, cette étude repose sur 14 individus
seulement. Au départ, on visait un total de dix individus par groupe. Malheureusement, le
génotypage des individus échantillonnés en 2021 a révelé que la majorité des spécimens
que I’on avait attribués a la catégorie hybride lors des travaux de terrain étaient plutét des
F. heteroclitus. Nous avons donc dd nous rabattre sur les individus que 1’on avait
échantillonnés en 2020. Ainsi, nous avions 7 specimens femelles provenant des espéces
parentales, soit 4 F. diaphanus et 3 F. heteroclitus, et 7 spécimens hybrides. Cette
contrainte est plutét importante puisque, chez les parents, un plus grand échantillonnage
nous aurait donné une meilleure image de la variation de la population réelle. En effet, il
serait possible que la charge plus élevée en ADN répété qu’attendu chez les hybrides
proviennent de génotypes parentaux absents de 1’étude. Cependant, les résultats de la PCA
ont montré une variation inter-individuelle intra-groupe plutét faible, ce qui suggere que
cette contrainte est modérée. Nos résultats ne nous permettent quand méme pas de
conclure sur la variation de la charge en éléments répétés intraspécifique.

Le nombre d’individus hybrides n’est pas tant un probléme, puisque Ceux-cCi
proviennent d’une seule lignée clonale et on s’attend ainsi a ce qu’il y ait peu de variation.
Nos résultats ont tout de méme démontré une variabilité de la charge en ADN répété chez
ces individus, variation qui pourrait étre d’origine technique (p.ex., préparation des
librairies) ou biologique. Avoir un plus grand nombre d’individus nous aurait permis d’en
apprendre plus sur la répétabilité et la variabilité des patrons observés. De plus, il aurait
été intéressant d’analyser des individus hybrides provenant des autres lignées clonales afin
de comparer les charges en éléments répétés d’une lignée clonale a 1’autre. En effet, tous
les poissons provenaient de la lignée clonale A, qui est la plus abondante a Porters Lake.
Cependant, 25% de la population hybride provient de quelques autres lignées,
correspondant ainsi a des evénements d’hybridation indépendants (Dalziel et al., 2020).

Les outils tels que RepeatExplorer identifient les éléments répétés par homologie
en recherchant des séquences similaires dans diverses bases de données. Cet outil est
efficace, puisqu’il est capable d’identifier une large gamme d’éléments répétés en peu de

temps. Cependant, cette approche est limitée par les éléments mobiles présents dans ces
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bases de données ainsi que leur annotation. En effet, environ la moitié des éléments
caractérisés par RepeatExplorer appartenait aux grappes inconnues. L’outil fut donc
incapable de déterminer si ces sequences étaient des éléments répétés, ou des
contaminations, telles que des fragments d’ADN de plasmides, de mitochondries ou de
controle interne (Qia Spike-in control). Une bonne partie de ces éléments pourrait
effectivement étre des vieux éléments répétés regroupés en grappes par homologie mais
ayant une séquence trop divergente pour la classification. De plus, la caractérisation de la
charge en éléments mobiles dépend des découvertes antérieures chez des especes
apparentées. En effet, environ 10% des grappes identifiées étaient des éléments répétés
non catégorisés. Une partie de ces éléments pourraient étre des hAT, une famille ’ET a
ADN. Ces éléments sont connus parmi les familles les plus abondante chez les poissons
(Reinar et al., 2023; Shao et al., 2019). Cependant, nos résultats ne révelaient qu’une seule
famille d’ET a ADN, les Tcl/Maverick. Afin de déterminer effectivement a quelles
familles d’éléments répétées appartiennent ces séquences non classifiées, des efforts
d’annotation manuelle devraient étre effectués. Cette limite est importante, mais en faisant
plus d’études comme celle-ci, il sera possible de réduire la proportion d’ADN répété

inconnue a travers différents génomes.
3.4. Perspectives

Dans ’avenir, il serait intéressant de refaire cet exercice dans un systéme similaire
présentant des lignées hybrides asexuées plus agées afin de comprendre les impacts de
I’hybridation et de la reproduction asexuée sur une longue période. Par exemple, F.
diaphanus et F. heteroclitus coexistent dans plusieurs estuaires le long de la céte
atlantiqgue Nord-Ameéricaine. Puisque ces especes vivent en sympatrie depuis beaucoup
plus longtemps qu’a Porters Lake, cela nous permettrait de comparer nos lignées clonales
avec des lignées beaucoup plus agées. Il serait également intéressant de refaire cet exercice
chez des lignées hybrides se reproduisant de fagon sexuee. Cela nous permettrait de
déméler les impacts génomiques de 1’hybridation et de la reproduction asexuée chez les
vertébrés. En effet, tous les vertébrés se reproduisant de fagon asexuée proviennent

d’origine hybride (Cavalier-Smith, 2002). Il serait donc nécessaire de comparer des
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lignées hybrides se reproduisant de fagon sexuée avec les lignées asexuées afin de
comprendre les effets de la reproduction asexuée seule.

Il serait également intéressant d’annoter la séquence compléte des éléments
Satellite.CL1 et Repeat.CL27 et de les localiser avec la technique de FISH (hybridation
in situ en fluorescence) sur des préparations de chromosomes en métaphase. Ceci nous
permettrait d’observer non seulement ou se situent ces grappes d’éléments répétés sur les
chromosomes mais aussi d’observer s’il y a des différences entre les especes. On pourrait
également valider le nombre de copie de ces grappes en effectuant une PCR quantitative

en temps réel.
3.5. Conclusion

Pour conclure, nous avons réussi a caractériser et quantifier le profil en ADN
répété chez F. diaphanus, F. heteroclitus ainsi que leurs hybrides se reproduisant de fagon
asexuée. Nous avons également démontré qu’il est possible d’avoir un surplus en ADN
répété chez les hybrides comparativement aux attentes ainsi que 1’absence de dérégulation
massive de ’ADN répété. Le projet démontre qu’il reste encore beaucoup de recherche
portant sur la caractérisation et la quantification de la charge en ADN répété chez les
téléostéens afin de réduire la proportion de séquences inconnue. Cet effort massif est
nécessaire afin de remplir le vide dans les bases de données. Par la suite, en effectuant
plus d’études similaires a celle-ci chez d’autres systeémes présentant des lignées hybrides,
nous réussiront a mieux comprendre la contribution de 1’hybridation et de la reproduction

asexuée sur I’évolution des génomes.
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ANNEXE A
measurements
Id_code Sex  Weight (g) 13-17 16-18 17-18 Predicted

(cm) (cm) (cm) Species
POR20-02 F 4.1 3.3 2 0.64 F. diaphanus
POR20-03 F 3.8 2.35 1.7 0.7 hybrid
POR20-05 F 6.1 2.7 1.7 0.9 hybrid
POR20-06 F 2.85 2.2 1.5 0.72 F. heteroclitus
POR20-09 F 5.2 2.9 1.8 1 F. heteroclitus
POR20-10 F 6.16 3.15 1.8 0.8 F. diaphanus
POR20-12 F 6.15 2.55 1.8 1 F. heteroclitus
POR20-13 F 2.5 2 1.45 0.65 F. heteroclitus
POR20-14 F 55 2.7 1.6 1 F. heteroclitus
POR20-15 F 7.2 2.8 19 1 hybrid
POR20-19 F 4.56 3.2 1.9 0.8 F. diaphanus
POR20-20 F 3.69 3.1 1.6 0.75 F. diaphanus
POR20-21 F 3.16 2.1 14 0.9 F. heteroclitus
POR20-22 F 3.54 2.05 14 0.8 F. heteroclitus

The 13 to 18 landmarks correspond to positions on the fish. 13-17 is the length between the
anterior insertion of the dorsal fin and the dorsal end of the caudal peduncle. 16-18 is the length
between the posterior insertion of the anal fin and the ventral end of the caudal peduncle. 17-18

is the peduncle height
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ANNEXE B
Genotyping Microsatellite alleles (bp)

Id_code mtDNA Microsatellites FhCA-1 FhCA-21 Fhe57 FhATGB103 Fhel13
POR20-02 F. diaphanus F. diaphanus 175 175 151 151 179 179 332 344 - -
POR20-03 Hybrid Clone A 142 180 151 175 145 182 345 350 209 209
POR20-05 Hybrid Clone D 143 181 151 175 145 182 344 345 209 209
POR20-06 Hybrid Clone A 142 180 151 175 145 182 345 350 209 209
POR20-09 Hybrid Clone A 143 181 151 175 144 182 345 350 209 209
POR20-10 F. diaphanus F. diaphanus 175 175 151 151 179 179 335 344 - -
POR20-12 F. heteroclitus F. heteroclitus 143 144 175 175 145 145 375 394 209 209
POR20-13 Hybrid Clone A 143 181 150 175 144 182 345 350 209 209
POR20-14 Hybrid Clone A 143 181 151 175 145 183 345 350 209 209
POR20-15 Hybrid Clone A 143 181 151 175 144 182 345 350 209 209
POR20-19 F. diaphanus F. diaphanus 175 175 151 151 179 179 332 344 - -
POR20-20 F. diaphanus F. diaphanus 175 175 151 151 179 179 347 350 - -
POR20-21 F. heteroclitus F. heteroclitus 143 144 175 175 145 149 400 403 209 213
POR20-22 F. heteroclitus F. heteroclitus 143 143 175 175 144 144 397 418 209 215

Note: there was no amplified peaks for F. diaphanus for the Fhe113 microsatellites. It thus seems unlikely that the hybrids would be
homozygote 209-209 for this allele.
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ANNEXE C

Repetitive DNA annotation decision tree simplified and relabeled from (Novék et al.,
2020).

Satellite

/ Class [l ——— Maverick
Unclassified Mobile / /

repeats element Non LTR \ Penelope
/ DIRS

LINE
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Unknown ——

Ty3
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ANNEXE D

Sequencing summary. The genome coverage was estimated by dividing the total length of
our reads (number of reads X 150bp) by the estimated genome size (Dawley, 1992) F.
heteroclitus has an estimated genome size of 1,330,080,000 base pairs (bp) whilst F.
diaphanus is at an estimate of 1,476,780,000 bp. The hybrid genome was considered to
be halfway between the parental species and was thus estimated at 1,403,430,000 bp.

Id_code Species number of reads ~ Genome Coverage
POR20-02 F. diaphanus 96,957,478 9.8
POR20-03 hybrids 113,635,650 12.1
POR20-05 hybrids 114,423,954 12.2
POR20-06 hybrids 118,412,098 12.7
POR20-09 hybrids 91,534,340 9.8
POR20-10 F. diaphanus 98,612,536 10
POR20-12 F. heteroclitus 73,223,826 8.3
POR20-13 hybrids 87,983,898 9.4
POR20-14 hybrids 94,260,146 10.1
POR20-15 hybrids 116,836,360 125
POR20-19 F. diaphanus 87,469,854 8.9
POR20-20 F. diaphanus 84,252,256 8.6
POR20-21 F. heteroclitus 87,373,042 9.9
POR20-22a F. heteroclitus 107,407,738 121
POR20-22b  F. heteroclitus 228,799,916 25.8

POR20-22c F. heteroclitus 184,671,426 20.8




