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Dans les années 1950, Barbara Mc Clintock observa un phénomène inhabituel

lors d’études génétiques sur des plants de maïs (Zea mays) : l’existence de « gènes

sauteurs », appelés éléments génétiques mobiles ou transposables (Mc Clintock, 1956).

Néanmoins, à l’époque, ses travaux ne suscitèrent qu’un intérêt mineur. L’importance

de ses découvertes fut reconnue seulement trente ans plus tard lors de la remise de son

prix Nobel en 1983. De nos jours, nous savons que le génome n’est pas un ensemble

rigide et statique, mais est plutôt dynamique et flexible. En effet, une stabilité totale

s i gnifierait un état statique qui s’opposerait à l’apparition de nouvelles formes de vie en

réponse aux modifications extérieures. En conséquence, le génome est sujet à des varia-

tions, la vie nécessitant un équilibre entre ancienneté et nouveauté.

Les gènes et les génomes actuels sont le résultat de l’accumulation d’événements

qui se sont produits dans le passé. Les génomes sont notamment le siège de grands

remaniements chromosomiques telles les délétions, les inversions, les translocations qui

peuvent être conservés au cours de l’évolution. Ils peuvent aussi être à l’origine de la

mort cellulaire mais également la cause de maladies génétiques notamment dans les

populations humaines.

Les événements de délétion, translocation, inversion sont importants quanti-

t ativement lorsque l’on compare différentes espèces. Cependant le rôle de ce type de

réarrangements dans le processus évolutif n’est pas bien défini. De nombreuses espèces

apparentées possèdent des génomes qui diffèrent par un certain nombre de réarrangements

chromosomiques. La comparaison des génomes de l’homme et de la souris permet

d ’ i llustrer cette dynamique chromosomique. Le caryotype humain comporte 23 paires

de chromosomes et celui de la souris seulement 20. La cartographie assez avancée de la

souris et de l’homme a montré que de nombreux blocs de gènes étroitement liés chez

l’homme se retrouvent également associés chez la souris. De tels blocs de gènes sont

I INTRODUCTION



qualifiés de synténiques. Une carte de l’ensemble de ces blocs a été établie (Fig. I.1). Il

semble que 50 à 100 événements distincts d’inversions et de translocations ont été

nécessaires pour mélanger et échanger ces blocs afin d’aboutir aux génomes actuels de

l’homme et de la souris (Gibbs et al., 2004). Il est également intéressant à noter que la

conservation du chromosome X est quasi-parfaite (Grutzner et al., 2002), contrairement

au chromosome Y qui a été le siège de nombreux remaniements (Skaletsky et al., 2003).

Comme les réarrangements précédents, les événements de duplication de

séquences d’ADN contribuent très largement à la plasticité des génomes. Cependant, il

est plus facile de comprendre leur rôle dans le processus évolutif et de les considérer

ainsi comme un des moteurs essentiels de l’évolution. En effet, ce type de remaniement

engendre une copie surnuméraire d’un gène. L’une des régions dédoublées par une

d u p l ication est libre d’accumuler des mutations ponctuelles tandis que l’autre copie

INTRODUCTION 18

FIGURE I.1 – C o n s e rvation de synténie
e n t re le génome de la souris et de
l ' h o m m e
(d'après Eichler & Sankoff, 2003) .
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prend en charge la fonction essentielle de la région considérée. Dès lors, les gènes en

question peuvent se mettre à diverger fonctionnellement, ce qui peut présenter un avan-

tage potentiel pour l’évolution des génomes. En effet, dans bien des cas où l’on a pu com-

parer différents produits de gènes assumant des fonctions voisines mais spécifiques

comme par exemple les globines, il existe de sérieux indices montrant que ces gènes

sont issus d’événements de duplication.

Une des thématiques abordées au Laboratoire de Microbiologie et Génétique est

la dynamique des génomes et plus particulièrement l’étude des mécanismes impliqués

dans la formation de remaniements chromosomiques de grande taille. Les mécanismes

impliqués dans les événements de duplication étant encore peu connus à ce jour, nous

avons donc entrepris l’étude de ces réarrangements génomiques dans un organisme

modèle, la levure Saccharomyces cerevisiae.

1. PRÉAMBULE HISTORIQUE

L’étude des événements de duplication est une préoccupation ancienne. En

1918, C. Bridges est le premier à mentionner, lors d’un congrès, la possibilité de

l ’ e xistence de gènes dupliqués. Il évoque déjà à cette époque l’hypothèse d’une impli-

cation de ces gènes dans le processus évolutif. D’après lui, ces gènes identiques peuvent

évoluer de manière distincte et diversifier ainsi leur effet. Par la suite, il apportera une

des premières observations de duplication, celle du gène Bar chez un mutant de

Drosophila melanogaster, présentant une réduction importante de la taille de l’œil

(Bridges, 1936). L’étude cytologique des chromosomes polytènes a mis en évidence un

dédoublement de bande sur le chromosome X correspondant à la duplication en tandem

du gène Bar. Le rôle potentiel des duplications dans le processus évolutif a alors été mis

à jour et de nombreuses hypothèses sur le devenir des éléments dupliqués ont été

p r oposées (Stephens, 1951).

En 1959, Markert a montré l’existence de formes multiples d’une même enzyme,

les isozymes, dont l’étude a révélé, entre autres, l’existence de familles de gènes.

L’analyse des protéines a précédé, ici, l’identification des gènes qui les codent du fait des

techniques disponibles à l’époque. À partir d’exemples de séquences hautement répétées

comme les gènes codant les ARN ribosomiques, les histones ou encore l’hémoglobine de

INTRODUCTION



mammifères, Susumu Ohno a réellement mis en avant l’importance du rôle des duplica-

tions à travers l’évolution dans sa monographie “Evolution by gene duplication” (1970). Il

reformule l’hypothèse selon laquelle la duplication de gènes permet l’émergence de nou-

velles fonctions. Il a ainsi proposé que la duplication génique était le principal mécanisme

d ’ é v o l u t i o n : une des deux copies d’un gène, en absence de pression de sélection, va pou-

voir accumuler des mutations aléatoirement et acquérir ainsi une nouvelle fonction.

Bien que la duplication soit alors considérée comme le moyen le plus simple de

produire de la diversité génétique, l’observation de l’apparition d’une duplication est très

rare. Chez S a c c h a romyces cere v i s i a e, il faut attendre 1977 pour voir la première étude

p o rtant sur de tels remaniements. Hansche et Beres (1977) décrivent la duplication du gène

A C P 1 codant l’acide phosphatase. La duplication du gène est assortie d’un événement de

translocation. Par la suite, d’autres duplications de gènes ont pu être sélectionnées chez S .

c e re v i s i a e : H I S 4 (Greer & Fink, 1979), A D H 2 (Paquin et al, 1992) et A D H 4 (Dorsey e t

a l., 1992). Ces événements se produisent à des fréquences très faibles de l’ordre de 10-1 0 à

1 0-1 2 duplication / cellule / génération et il est nécessaire pour les sélectionner d’utiliser un

crible de sélection positif.

Cependant, ce n’est qu’à la fin des années 90, après la détermination et l’analyse de

la séquence complète de certains génomes dont celui de la levure S a c c h a romyces cere v i -

siae ( G o ffeau et al., 1996), que l’importance des événements de duplication est clairement

démontrée et reconnue. L’analyse des séquences complètes permet d’identifier l’ensemble

des gènes dupliqués qui n’auraient pu l’être avec les différentes approches expérimentales

jusqu’alors utilisées. De plus, l’importance quantitative de ces séquences s’avère être un

dénominateur commun des eucaryotes, archaebactéries et procaryotes.

2. ANALYSE DES RÉGIONS DUPLIQUÉES PRÉSENTES CHEZ LES ORGANISMES

SÉQUENCÉS

Durant ces 10 dernières années, les séquences complètes d’un certain nombre

d ’ o rganismes ont permis d’établir l’architecture de leur génome. Dans le cadre de l’étude

des duplications de gène, l’un des nombreux intérêts de ces programmes de séquençage

a été de pouvoir comparer l’ensemble des ORFs présentes au sein d’un organisme (com-

paraison intraspécifique) afin de caractériser leur redondance. Cette analyse a permis de
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donner une vision globale sur la nature des séquences d’ADN dupliquées c’est-à-dire

sur leur proportion, leur taille, leur localisation… Il a ainsi été possible de quantifier la

proportion de gènes dupliqués présents chez ces organismes. Par ailleurs, une analyse

de comparaison des ORFs, notamment dupliquées, entre les différents génomes

séquencés (comparaison interspécifique) a été possible et a permis d’apporter certains

éléments de réponses sur le plan évolutif.

Ainsi, l’analyse des génomes séquencés a permis la mise en évidence de dupli-

cations de gènes, mais également de duplications de segments chromosomiques portant

une série de gènes contigus. Dans un premier temps, nous allons présenter les stratégies

d’identification des duplications de gènes et segments au sein des génomes séquencés.

2.1. Identification de gènes dupliqués

Le séquençage d’un organisme est suivi par une phase d’annotation, c’est-à-dire

d ’ identification des ORFs présentes dans son génome. Cette étape est indispensable afin de

pouvoir comparer les ORFs les unes aux autres. La recherche de similarité entre séquences

peut être réalisée par des méthodes optimales d’alignement global (Needleman and Wu n s c h ,

1970), local (Smith et al., 1981), ou encore à l’aide de méthodes heuristiques comme le font

les programmes FA S TA(Pearson and Lipman, 1988) et BLAST(Altschul et al., 1990). Ces

algorithmes permettent de rechercher des éléments similaires à une séquence requête dans

une banque de données. La ou les séquences de la banque qui présentent des éléments sim-

ilaires avec les séquences requêtes sont alors conservées. Ces algorithmes attribuent un score

à la comparaison effectuée. Si les séquences de deux gènes présentent une similarité élevée,

on pourra en déduire que ces deux séquences descendent probablement d’une même

séquence ancestrale, et qu’elles sont donc homologues. La fixation du seuil au-dessus

duquel la similarité observée entre deux séquences est suffisamment forte pour que

l’homologie puisse être proposée de manière convaincante est une des étapes essentielles de

la comparaison de séquence. Une validation manuelle est souvent nécessaire.

Par ailleurs, si deux séquences homologues appartiennent aux génomes de deux

espèces différentes et sont donc issues d’une séquence présente chez un ancêtre commun,

ces séquences seront qualifiées d’orthologues (Fig. I.2). Par contre, si les deux

séquences homologues appartiennent au même génome et sont donc issues d’un événe-

ment de duplication, elles seront qualifiées de paralogues (Fig. I.2).
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2.2. Identification de segments dupliqués

La cartographie de tous les gènes homologues au sein d’un ou de plusieurs

génomes permet d’identifier des séries de gènes qui ont conservé le même ordre et la

même orientation (Fig. I.3). Ces deux régions sont alors appelées blocs dupliqués si

elles appartiennent au même génome ou blocs de synténie si elles sont dans deux génomes

différents. Le principe de parcimonie nous indique que, très vraisemblablement, de tels

blocs contenant des séries de gènes homologues sont eux-mêmes homologues. Les

matrices de similarité (ou dot plot) permettent de comparer chaque chromosome avec

les autres et de faire éventuellement apparaître de tels blocs homologues. Ces matrices

peuvent être construites soit à partir des séquences brutes, soit à partir des relations

d’homologie déjà caractérisées.

Comme illustré figure I.3, pour chaque position de la séquence du Chr. A une

fenêtre coulissante est déplacée sur le Chr. B, et à chaque déplacement un score est

c a lculé en fonction de la similarité entre les deux séquences. Si le score pour cette

p o s ition sur B dépasse un certain seuil, alors un point est indiqué à l’intersection avec

la position de A. Une suite de points sur une diagonale indique une région de similarité

entre les deux séquences. Sur la figure I.3, on voit que les ORFs 1, 3 et 4 du chromo-

some A sont homologues et synténiques aux ORFs 1, 2 et 3 du chromosome B. Ces trois

ORFs définissent donc un bloc de synténie entre les chromosomes A et B.
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FIGURE I.2 –Relations de parentés
entre gènes dupliqués chez deux espèces
1 et 2.
Dans l’espèce 1, les gènes A1’, A1’’ et A2
sont paralogues entre eux. De plus, A1’et
A1’’ sont des orthologues de A1 de l’e -
spèce 2. 
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Si les chromosomes A et B appartiennent au même génome, ces deux blocs

résultent probablement d’un événement de duplication ancestral et sont donc paralogues.

Par contre, si les chromosomes se trouvent dans deux génomes différents, les deux blocs

peuvent être orthologues et descendre de la même séquence présente dans l’ancêtre

commun.

2.3. Proportion de gènes au sein des génomes séquencés

L’analyse des séquences montre que tous les organismes étudiés à ce jour présen-

tent une proportion importante de duplications. Le nombre de gènes dupliqués a été e s t i m é

dans des organismes représentatifs des bactéries, des archaebactéries et des eucaryotes

( Tab. I.1). Les résultats montrent que dans les trois règnes du vivant, une p r op o r t i o n

i m p o rtante de gènes est issue d’un événement de duplication. Schématiquement, on peut

dire que la fraction de gènes dupliqués présents chez un organisme correspond en

moyenne à 1/3 de son génome. Cependant, il y a des exceptions comme par exemple

chez Arabidopsis thaliana où cette fraction dépasse les 2/3 de son génome. De plus, il

est très vraisemblable que ces proportions soient sous-estimées car la divergence entre

deux séquences dupliquées peut être telle qu’aucune similarité ne soit trouvée.
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FIGURE I.3 – Identification des seg -
ments dupliqués.
Les flèches grises représentent les ORFs
homologues et synténiques entre les chro -
mosomes X et Y. Par contre, les flèches
en noir représentent les ORFs sans homo-
logues détectés dans la région observée.



Lynch et Conery (2000) ont estimé que la duplication d’un gène se produit et

se fixe dans un génome à une fréquence d’une duplication par gène tous les 100 mill i o n s

d’années chez les eucaryotes tels H. sapiens, M. musculus, D. melanogaster, C. elegans,

A. thaliana et S. cere v i s i a e. Cette fréquence est comparable à celle observée pour la

s u bstitution de nucléotides qui est de 0,1-0,5 substitution par site tous les 100 millions d’an-

nées au niveau des génomes nucléaires de vertébrés (Li, 1997).

3. COMMENT UNE SÉQUENCE PEUT-ELLE SE DUPLIQUER ?

Les possibilités par lesquelles des séquences d’ADN au sein d’un génome peuvent

se dupliquer sont multiples. L’apparition de gènes paralogues peut se faire par la

d u p l ication d’un seul gène, d’un segment composé de plusieurs gènes contigus, d’un

chromosome entier ou encore d’un génome entier.

3.1. Duplication génique

Les événements de duplication concernant un seul gène sont qualifiés de

d u p l ication génique. Ces éléments dupliqués peuvent être situés l’un à côté de l’autre,

ce que l’on appelle une duplication en tandem ou bien ils peuvent être dispersés au sein
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TABLEAU 1 – P ro p o rtion de gène dupliqués au sein de certains génomes séquencés.
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du génome. Ces paralogues forment des familles de gènes dont la taille a été déterminée

pour certains génomes entièrement séquencés (Gu et al., 2002). La distribution des

tailles varie en fonction des espèces mais également en fonction des familles de gènes

(Lespinet et al ., 2002). Par exemple, la plus grande famille chez D. melanogaster est

représentée par celle des trypsines avec 111 membres alors que chez les mammifères,

elle est représentée par la famille des récepteurs olfactifs avec environ 1000 membres

(Mombaerts, 2001 ; Zhang and Firestein, 2002). Chez Saccharomyces cerevisiae , il

existe 722 familles dont 457 comprennent deux gènes. Les 265 familles restantes peuvent

être composées de 3 gènes (124 familles) à plus de 20 gènes (11 familles) (Blandin et

al., 2000).

Pour les familles de gènes dont les membres sont dispersés dans le génome, le

nombre de membres est très variable. Par exemple, l’ovalbumine est codée par une

famille de 3 gènes alors que les histones sont codés par une famille contenant de 100 à

1000 gènes. Généralement, ces séquences d’ADN peuvent évoluer et donner naissance

à des pseudogènes ou à des gènes codant des protéines ayant des fonctions différentes.

D’autres gènes ont évolué en familles répétées en tandem. L’organisateur

nucléolaire en est un très bon exemple. Il abrite les répétitions en tandem des gènes

d’ARN ribosomique. Chez la drosophile, les organisateurs nucléolaires présents sur les

chromosomes X et Y contiennent respectivement 250 et 150 copies en tandem de gènes

d ’ A R N r. Celui de l’homme en compte 250 copies. Les gènes codant les histones peuvent

également être organisées en répétition en tandem chez certaines espèces. Pour ces

répétitions en tandem, les copies multiples sont identiques car leur présence semble

plutôt liée à la nécessité pour la cellule d’avoir une grande quantité du produit de gène

correspondant et non pas à l’apport d’une fonction supplémentaire.

3.2. Duplication de segment

Avant l’ère du séquençage systématique de génomes, il était très difficile de

prendre en compte l’environnement chromosomique d’un gène dupliqué. Comme nous

l’avons vu précédemment, un gène peut être dupliqué en même temps que les gènes qui

lui sont adjacents conduisant à une duplication de segment. Ces événements sont

i m p o rtants car ils constituent comme toute duplication un médiateur de l’évolution des

gènes, mais également de l’évolution des génomes.
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Pour l’évolution des gènes, les segments dupliqués constituent un réservoir plus

important de matériel permettant la spécialisation ou l’apparition de nouvelles fonctions

qu’une duplication génique. Ces nouveaux gènes codent des protéines qui ne sont pas

essentielles pour la viabilité des organismes mais peuvent être, par exemple, importants

pour l’adaptation des espèces à certaines niches écologiques (Duda and Palumbi, 1999).

Chez les mammifères, un certain nombre de gènes dupliqués sont impliqués dans

l ’ é v olution récente du système immunitaire, de la détoxification et de la reproduction

(Copley et al., 2003).

Pour l’évolution des génomes, les duplications segmentales sont des régions très

similaires et par conséquent sont des sites préférentiels pour les réarrangements

c h r omosomiques. De récentes études comparatives entre des espèces eucaryotiques très

proche (comme l’homme et la souris ou les levures hémiascomycètes) ont montré que

des séquences répétées très similaires sont présentes aux jonctions de grands

remaniements chromosomiques (Dehal et al., 2001; Kellis et al., 2003).

À l’heure actuelle, il est très clair qu’une proportion importante des gènes dupliqués

est issue d’un événement de duplication segmentale chez les organismes séquencés. Une

des surprises lors de l’analyse du génome humain (International Human Genome

Sequencing Consortium, 2001) a été l’abondance de grands blocs d’ADN dupliqués avec

une similarité de séquence très élevée (>9 0 %). Plusieurs méthodes informatiques et expéri-

mentales (Bailey et al.2001, 2002) ont permis d’estimer à 5-6% la part du génome humain

qui est dupliquée. En comparaison avec d’autres organismes comme la drosophile ou le ver,

le génome humain est enrichi en duplications segmentales récentes (Bailey et al., 2002). La

proportion de duplications segmentales récentes varie considérablement entre les org a ni s m e s

eucaryotes séquencés. Chez le rat et la souris, la proportion correspond respectivement à

2 , 9 2 % et 1-2% du génome (Tuzun et al., 2004; Bailey et al., 2004).

Les blocs dupliqués présents dans le génome humain partagent une similarité de

séquence importante ( > 90 %) et ont une taille allant de quelques kb à plus de 100kb.

Contrairement aux duplications en tandem, ils sont dispersés à travers le génome

humain. Deux catégories de duplications segmentales peuvent être distinguées : les

duplications intrachromosomiques et interchromosomiques. Les duplications intrachro-

mosomiques sont constituées de blocs dispersés au niveau des régions euchromatiques

sur un même chromosome. Par contre, les duplications interchromosomiques font
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référence aux duplications réparties sur deux chromosomes non homologues. Chez

l’homme, ces dernières sont principalement en position centromérique ou subtélomérique.

Une telle architecture génomique n’avait jamais été observée chez les invertébrés

séquencés.

Les duplications segmentales ont un impact très important sur la dynamique et

l’évolution du génome humain. Les duplications intrachromosomiques et interchromo-

somiques augmentent les probabilités de réarrangements secondaires pouvant entraîner des

inversions, des délétions ou encore d’autres duplications. Cette possibilité de réarrangem e n t s

est due à la présence des grands blocs avec une similarité de séquence importante qui

p e uvent servir de substrat pour les événements de recombinaison homologue.

En 1998, Lupski propose le concept d’«anomalie génomique» humaine (genomi c

disorder) qui résulte d’un réarrangement chromosomique. Ce concept est à mettre en

parallèle avec le concept d’«anomalie monogénique» résultant d’une mutation ponctuelle

dans un gène suite à une erreur de réplication et/ou de réparation de l’ADN. Un grand

n o mbre de ces anomalies génomiques sont associées à des duplications segmentales. En

e ffet, ces anomalies résultent, la plupart du temps, de recombinaisons homologues

ectopiques entre des segments dupliqués (Stankiewicz and Lupski, 2002). Plusieurs

maladies humaines sont attribuées à ces remaniements chromosomiques dont le syndrome

de Williams Beuren et de DiGeorge par exemple (Mazzarella and Schlessinger, 1998 ;

Lupski, 1998; Emanuel and Shaikh, 2001).

Sur le plan évolutif, les réarrangements liés aux duplications segmentales pourr a i e n t

également être impliqués dans la formation de barrières de spéciation. Ainsi, la comparais o n

de la séquence du chromosome 19de l’homme et son homologue chez la souris révèle que

des segments dupliqués sont présents aux jonctions des remaniements observés entre ces

2 espèces (Dehal et al., 2001). De la même manière, la caractérisation d’une inversion

p é r icentrique observée entre l’homme et le chimpanzé a mis en évidence la présence de

duplications segmentales aux jonctions de ce remaniement (Nickerson and Nelson, 1998).

Ces données suggèrent une corrélation entre les segments dupliqués et les sites de

remaniements chromosomiques entre espèces. De plus, bien que la signification biologique

de ces événements ne soit pas connue, cesréarrangements semblent participer à l’isolement

des espèces d’un même genre comme cela a été suggéré pour les espèces du genre

Saccharomyces (Samonte and Eichler, 2001; Fischer et al., 2000).
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3.3. Duplication de chromosome ou aneuploïdie

L’aneuploïdie correspond à une aberration chromosomique due à un nombre

anormal de chromosomes. Dans la majorité des cas, l’aneuploïde diffère du type

sauvage par un chromosome en moins ou en plus. On parle alors respectivement de

monosomie (2n-1) et de trisomie (2n+1). Pour une trisomie, le matériel génétique situé

sur l’ensemble d’un chromosome est dupliqué.

Les végétaux sont en général plus tolérants à l’aneuploïdie que le règne animal.

Les états aneuploïdes sont très étudiés chez l’homme comme par exemple le syndrome

de Down (trisomie 21), le syndrome de Klinefeleter (XXY) et le syndrome de Turner

(X0). Le taux d’apparition spontanée d’aneuploïdie est élevé (1/650 naissances pour la

trisomie 21) et produit une forte proportion des maladies d’origine génétique chez

l’homme. Par ailleurs, la perte ou le gain de chromosomes sont également fréquents au

niveau des cellules cancéreuses chez les mammifères (Lengauer et al., 1998 ; Pihan and

Doxsey, 2003). Chez Drosophila melanogaster , les seules aneuploïdes autosomiques

qui survivent jusqu’à l’âge adulte correspondent aux trisomies et monosomies du

c h r omosome 4, le plus petit des chromosomes. Par contre, l’aneuploïdie semble être très

répandue chez Saccharomyces cerevisiae (Hughes et al., 2000).

La cause de la plupart des états aneuploïdes est la non-disjonction des chromatides

sœurs au cours de la méiose ou de la mitose. Cette non-disjonction correspond à un

défaut du processus de ségrégation des chromosomes conduisant à l’aneuploïdie. Elle

se produit spontanément.

3.4. Duplication complète du génome ou polyploïdie

La manière la plus rapide d’augmenter le nombre de gènes est constituée par une

duplication complète du génome. Cette duplication est qualifiée de polyploïdisation.

Chez les polyploïdes, il faut distinguer les autopolyploïdes, composés de multiples jeux

provenant d’une même espèce, des allopolyploïdes, comportant des jeux de chromo-

somes issus d’au moins deux espèces.

L’autopolyploïdie résulte d’un dysfonctionnement au cours des divisions cel-

l ulaires. Cet événement peut se produire par erreur durant la méïose conduisant à la

f o rmation de gamètes diploïdes plutôt qu’haploïdes. Si deux gamètes diploïdes fusionnent,

une cellule tétraploïde contenant 4 copies de chaque chromosome va être formée.
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La polyploïdie est un processus très commun dans le monde végétal. Les

autopolyploïdes sont souvent viables car chaque chromosome a forcément un homologue

pouvant former des bivalents durant la méïose et conduire à l’obtention de gamètes

p e rmettant la reproduction. Mais généralement, le croisement avec l’organisme original

qui a permis sa formation n’est pas fertile. En effet, le croisement, par exemple, d’un

tétraploïde avec un diploïde va engendrer un triploïde qui sera stérile car un jeu de

c h r omosomes n’aura pas de partenaire homologue au cours de la division méïotique.

La polyploïdie est un mécanisme qui peut être à la source d’une spéciation. La

génération de nouvelles espèces chez les plantes par autopolyploïdie a été observée,

notamment par Hugo de Vries. Durant son travail sur les primevères, Oenothera lamar -

ckiana, de Vries a isolé une forme tétraploïde de cette plante normalement diploïde qu’il

a nommé Oenothera gigas.

Par contre, la polyploïdie est un processus très peu commun chez les animaux.

Il existe, cependant, des cas apparus naturellement comme par exemple chez les vers

plats, les sangsues et les crevettes. Récemment, l’analyse comparative de génomes de

levures a mis à jour l’existence d’une duplication totale de génome au cours du proces-

sus évolutif des levures hémiascomycètes comme nous allons le voir plus en détail par

la suite.

4. MÉ C A N I S M E S À L’O R I G I N E D E S D U P L I C AT I O N S G É N I Q U E S E T S E G M E N TA L E S

La plupart des duplications de matériel génétique par modification du nombre de

chromosomes résulte clairement d’un dysfonctionnement au cours des divisions cel-

l ulaires, mitotiques ou méïotiques. Par contre, les mécanismes impliqués dans les

d u p l ications génique et segmentale sont plus controversés et aucun mécanisme n’a été

clairement établi. La nature de l’événement qui est à l’origine de ce type de duplications

n’est pas facile à établir, notamment lorsque la duplication est ancienne, car les indices

de cette origine sont souvent effacés par l’accumulation de mutations ou d’autres

réarrangements. Plusieurs mécanismes dont certains hypothétiques ont été proposés par

Maeda et Smithies (1986) pour expliquer la formation des gènes dupliqués. Quatre type

d’événements moléculaires sont susceptibles de conduire à la duplication de gène

( F i g .I . 4 ) :
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- la recombinaison ectopique entre séquences répétées localisées de part et d’autre du

gène dupliqué ;

- la rétrotranscription d’un ARN messager et l’insertion de l’ADNc dans le génome ;

- la sur-réplication d’une région par erreur durant le processus de réplication

- les cassures aléatoires non identiques sur deux chromosomes homologues suivies de

leur réunion.

4.1. Duplications géniques

4.1.1. Duplication génique en tandem

Comme nous l’avons vu précédemment, certaines familles de gènes sont con-

stituées par des régions répétées en tandem. La présence de telles régions dans les

génomes est principalement expliquée par des événements de crossing-over inégaux,

mitotiques ou meïotiques (Ohta, 1976 ; Smith, 1976). Ces événements consistent en

une recombinaison ectopique entre des séquences répétées localisées de part et

d’autre de la région dupliquée sur deux chromosomes ou deux chromatides sœurs

(Fig. I.4). L’échange inégale d’information génétique est un mécanisme démontré

comme étant à la base des expansions et contractions des séquences répétées en sens

direct, comme c’est le cas des loci des gènes codant les ARNs ribosomiques (Petes,

1 9 8 0 ; Szostak and Wu, 1980). En effet, chez S a c c h a romyces cere v i s i a e, on compte

100 à 200 copies répétées d’ADN ribosomique localisées sur le chromosome XII.

Szostak et Wu (1980) ont mesuré la perte et le gain d’un marqueur inséré dans cette

région chez une souche haploïde. Ceci a permis d’estimer la fréquence des événe-

ments de crossing-over inégal dans cette région durant la mitose qui est d’environ 10-2

par cellule et par génération. Le nombre de copies résulte donc d’un équilibre entre

gain et perte de copies de gènes. Petes (1980) est arrivé au même résultat en méïose

montrant que les échanges entre chromatides sœurs par crossing-over inégal étaient

importants dans cette région.

4.1.2. Duplications géniques dispersées

Dans la plupart des génomes eucaryotes, on retrouve des séquences appelées

pseudogènes processés qui correspondent à des copies ADNc de gènes cellulaires

f o n ctionnels mais qui sont dépourvus d’introns et de promoteurs. Ils possèdent en
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FIGURE I.4 –Événements moléculaires susceptibles de produire des duplications.
(d'après Maeda et Smithies, 1986).
A. Recombinaison ectopique entre séquences répétées localisées de part et d'autre d'un gène sur deux chromo -
somes homologues.
B. Rétrotranscription d'un ARNm et insertion de l'ADNc cor respondant dans le génome.
C. Sur-réplication d'une région par initiations multiples de la réplication au niveau d'une origine de réplication.
D. Cassures aléatoires non identiques sur deux chromosomes homologues suivies de leur réunion.

revanche une queue poly(A) et ils sont souvent tronqués en 5’(Mighell et al., 2000 ;

Weiner et al., 1986). Ces caractéristiques suggèrent que les pseudogènes trouvent leur

origine dans la transcription inverse d’ARNm cellulaires (Weiner et al., 1986).



D’où vient l’activité transcriptase inverse qui permet la formation de ces

ADNc? Une approche a consisté à rechercher des traitements induisant la formation de

pseudogènes processés puis de corréler cette induction avec l’expression de certains

rétroéléments. Un traitement à la 5-azacytilidine, un agent déméthylant, permet

d ’ a u gmenter plus de 10 fois la formation de pseudogènes à partir d’un gène rapporteur,

sans que la transcription de ce rapporteur ne soit affectée. En revanche, la transcription

des rétrotransposons sans LTR de type LINE est fortement induite suggérant qu’ils

p u i ssent être la source de l’activité transcriptase inverse recherchée (Tchenio et al.,

1993). L’implication des LINEs a pu être vérifiée expérimentalement en coexprimant un

gène rapporteur de la rétroposition ou un gène contenant des introns et un élément LINE

actif sous le contrôle de promoteurs forts, ce qui aboutit à la formation d’ADNc à une

fréquence élévée (Dhellin et al., 1997). Ces ADNc sont intégrés dans le génome avec

toutes les caractéristiques d’un pseudogène processé (Esnault et al., 2000). Ces résultats

indiquent clairement que l’activité transcriptase inverse des rétrotransposons sans LTR

de type LINE est capable de rétrotranscrire des ARNm cellulaires dont les produits

f o rment des pseudogènes.

4.2. Duplication de segments

4.2.1. Duplication et recombinaison inégale (Bailey et al., 2003)

Comme pour les gènes en répétition en tandem, il a été proposé que les événe-

ments de crossing-over inégaux entre régions homologues pouvaient être à l’origine

de la formation de duplications de segments en tandem. Chez l’homme, l’analyse des

séquences localisées de part et d’autre des segments dupliqués, décrits précédem-

ment, a permis d’apporter des éléments de réponse quant aux mécanismes impliqués

(Bailey et al., 2003). En effet, 27 % des segments dupliqués sont encadrés par des

séquences répétées A l u suggérant fortement que ces éléments répétés ont pu servir

de substrat à des événements de recombinaison allélique et ont conduit à ce type de

duplication. Cependant, toutes les duplications détectées ne résultent pas d’un

é v é n ement de recombinaison non allélique. Les jonctions caractérisées aux

extrémités de certaines duplications observées dans le génome ne peuvent résulter de

tels événements. Ainsi, un autre mécanisme doit permettre la formation de duplica-

tions segmentales.
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4.2.2. Duplication et erreur de réplication (Koszul et al., 2004)

En utilisant un crible de dosage génique basé sur les gènes RPL20A et RPL20B

chez Saccharomyces cerevisiae, Koszul et al. (2004) ont isolé des révertants dans

lesquels un événement de duplication segmentale s’est produit. Les événements cor-

r espondent majoraitairement à des duplications segmentales dupliquées en tandem

direct. Ces segments d’ADN ont une taille qui varie de 41 à 288 kb. L’analyse des jonc-

tions des blocs dupliqués révèle trois types de séquences impliquées dans les réarrange-

ments : des séquences LTR d’environ 300 pb, des séquences d’ADN de faible com-

plexité (t r i nucléotides et polyA/T) et des séquences microhomologues de 2 à 9

nucléotides. Des événements de recombinaison inégale entre éléments répétés ne sont

donc pas envisageables pour au moins ces deux derniers types d’éléments. Certaines

observations comme notamment le type de séquence à la jonction (les trinucléotides)

ainsi que la superposition entre ces jonctions et les sites de terminaison de réplication

laisse penser que ces réarrangements pourraient résulter d’accidents de réplication.

Cependant, seule l’étude de mutants appropriés peut confirmer ces hypothèses.

5. DEVENIR DES GÈNES DUPLIQUÉS

L’apparition de gènes paralogues peut se faire par la duplication d’un seul gène,

d’un segment composé de plusieurs gènes contigus, d’un chromosome entier ou encore

d’un génome entier. La duplication d’un gène se produit à une fréquence d’une dupli-

cation par gène tous les 100 millions d’années chez les eucaryotes tels l’H. sapiens,

M. musculus, D. melanogaster, C. elegans, A. thaliana et S. cerevisiae. Cette fréquence

est comparable à celle observée pour la substitution de nucléotides.

Les duplications sont considérées comme un des moteurs de l’évolution, mais

une séquence, une fois, dupliquée peut être fixée mais également perdue au sein d’un

génome. Une copie dupliquée ayant une valeur sélective neutre par rapport à la copie

originelle aura une probabilité très faible d’être retenue. Ceci suggère qu’une proportion

importante de duplications va être rapidement perdue. La probabilité de fixation d’un

gène est liée à la fonction qu’il représente. En effet, les gènes impliqués dans des

f o n ctions physiologiques (l’immunité, la reproduction…) qui varient entre les espèces

ont probablement un taux de naissance et de mort plus important.
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La copie dupliquée, une fois fixée, peut alors évoluer de différentes manières.

Plusieurs scénarios évolutifs peuvent être proposés (Fig. I.5) :

– la pseudogénisation : une des copies va être inactivée par l’accumulation de muta-

t i o n s ;

– la conservation de la fonction : la copie dupliquée conserve la même fonction que la

copie originelle ;

– la subfonctionnalisation : on parle également de «partage de fonctions ancestrales».

La subfonctionnalisation peut avoir lieu, par exemple, lors d’une duplication d’un gène

codant deux domaines fonctionnels. Par ce processus, chaque copie va assurer une des

fonctions suite à l’accumulation de mutations ;

– la néofonctionnalisation : les deux copies vont diverg e r. L’une des copies va conserver

la fonction originelle alors que l’autre va acquérir une nouvelle fonction.

5.1. La pseudogénisation

La duplication génère une redondance fonctionnelle et il n’est pas toujours avan-

tageux d’avoir deux copies identiques d’un gène. En d’autres termes, les mutations

destabilisant la structure et la fonction d’une des copies ne sont ni délétères, ni éliminées

par sélection. Progressivement, l’accumulation de mutations va entraîner la formation

d’un pseudogène c’est-à-dire d’une copie de gène qui n’est plus exprimée ou dont la

protéine n’est plus fonctionnelle. Ce destin évolutif des duplications a été mis en évidence

par des modèles de génétique de population (Lynch et al., 2001), mais également par

analyse génomique (Lynch and Conery, 2000 ; Harrison et al., 2002). Par la suite, ces

pseudogènes peuvent être délétés du génome ou alors diverger de telle manière

q u ’ a ucune similarité de séquence avec la copie originelle ne peut plus être mise en évi-

dence. Par contre, si les pseudogènes ont été formés récemment, ils pourront être

i d e ntifiés grâce à leur similarité de séquence. Par exemple, des analyses génomiques

permettent d’identifier 2168 pseudogènes chez C. elegans c’est-à-dire environ un

pseudogène pour huit gènes fonctionnels (Harisson et al., 2001). Chez l’homme, il en

existe encore davantage. Une analyse des chromosomes 21 et 22 montre un pseudogène

pour deux gènes fonctionnels (Harisson et al., 2002). On parle de pseudogénisation pour

qualifier le processus par lequel un gène fonctionnel devient un pseudogène. Il s’agit du

processus le plus probable en l’absence d’avantages sélectifs.
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Cependant, certains gènes dupliqués ont été maintenus dans le génome par leur

spécificité fonctionnelle, mais sont devenus des pseudogènes par relaxation de la con-

trainte fonctionnelle. Par exemple, la taille de la famille de gènes olfactifs est similaire

chez l’homme et la souris (environ 1000 gènes). Mais le pourcentage de pseudogènes

présents dans cette famille avoisine les 60 % chez l’homme alors que chez la souris, il

avoisine 40%. De nombreux gènes sont donc devenus des pseudogènes depuis l’origine

des hominidés (Rouquier, 2000). Dans ces espèces, ceci est probablement du à la réduc-

tion de l’utilisation du sens olfactif qui a été compensé par une meilleure vision.

5.2. La conservation de la fonction

La présence de deux copies de gènes peut parfois être un avantage simplement

parce que cette redondance permet d’augmenter les quantités de protéines ou d’ARN

synthétisées. Ceci s’applique largement aux gènes ayant une forte expression due à une

demande importante du produit correspondant, comme pour les ARN ribosomiques, les

ARN de transfert et les histones. Dans ces cas de figure, les séquences paralogues ont

très peu divergé puisque les produits des gènes ont la même fonction. Les ADNs codant

pour les ARN de transfert et ribosomaux constituant 90 % de l’activité de transcription

d’une cellule eucaryote est l’exemple le plus évident. C’est également le cas, pour les

gènes codant les histones chez D. melanogaster qui seraient nécessaires pour répondre

aux besoins importants du développement embryonnaire précoce.

Ainsi, des déficits en dosage génique peuvent être observés suite à l’altérat i o n

d’une copie dupliquée d’une famille de gènes chez certains mutants. Cette situation

est due au fait que la ou les copies restantes ne peuvent pas compenser au niveau de

la transcription ou de la traduction le déficit résultant de cette mutation. Un phénot y p e

peut être associé à ce déficit de dosage génique. Chez S. cere v i s i a e, on trouve ainsi

59 familles de deux gènes codant pour des protéines ribosomiques (Payne and

Garrels, 1997). Ces gènes sont très conservés (de l’ordre de 98% d’identités) et pour

28 familles au moins la délétion de l’un des deux gènes génère un phénotype de

retard de croissance. Les phénotypes ne sont pas symétriques suivant que la délétion

concerne l’un ou l’autre des gènes, mais le retard de croissance observé apparaît lié

à l’activité transcriptionnelle du gène délété. On n’a donc pas de compensation trans c r i p-

tionnelle, ni de régulation post-transcriptionelle permettant de maintenir une
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q u a ntité de protéine normale si une copie est absente. Dans ces cas-là, la redondance

s’explique par le besoin de maintenir une quantité optimale de transcrits.

Dans certains cas, il peut y avoir une régulation post-transcriptionnelle permet-

tant le maintien de la proportion des produits de transcription si une copie est absente.

Un exemple est constitué par la famille des protéines ribosomiques CRY1/CRY2 de S.

cerevisiae (Fewell and Woolford, 1999). La double délétion de ces gènes est létale. La

quantité d’ARNm de CRY1 est dix fois supérieure à celle de CRY2 et donc la délétion

de CRY2 n’a que peu d’effets sur la croissance. Par contre, si CRY1 est absent, la quan-

tité d’ARNm de CRY2 est augmentée d’un facteur cinq à dix. La délétion n’a donc que

peu d’effets sur la croissance. La régulation de la quantité d’ARNm de CRY2 dans la

cellule sauvage s’effectue de manière post-transcriptionelle et résulte de la fixation de

la protéine Rps4p sur le pré-messager, empêchant son épissage et provoquant sa dégra -

dation. Dans la cellule mutante, cette régulation apparaît modifiée. La duplication

génique peut donc s’expliquer par le besoin de maintenir une certaine quantité de produit

des gènes dans la cellule.

5.3. La subfonctionnalisation

Bien qu’une quantité plus importante de produit des gènes peut être avan-

tageuses, deux gènes ayant la même fonction ne sont pas stables au sein d’un génome

(Nowak et al ., 1997). En théorie, deux copies identiques peuvent être maintenues si

la fonction correspondante diffère par certains points (Nowak et al., 1997). Le

processus de subfonctionnalisation, encore appelé « partage de fonctions ancestrales

», permet justement aux deux copies d’acquérir une différence de fonction ou d’exp r e s-

sion assurant leur maintien. La subfonctionnalisation peut avoir lieu lors d’une

duplication d’un gène codant deux domaines fonctionnels. Chaque copie va con-

s e r ver un des deux domaines fonctionnels par accumulation de mutations dans la

séquence codant l’autre domaine fonctionnel. Ainsi, la fonction ancestrale sera

partagée entre les deux copies. La subfonctionnalisation peut également correspond r e

à la division de l’expression génique après une duplication c’est-à-dire que les deux

copies seront exprimées dans des conditions différentes. Dans les deux cas, les deux

gènes se complémentent fonctionnellement et seront conservés dans le génome.

En 1991, Piatigorsky et Wistow sont les premiers à mettre en avant ce modèle
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en se basant sur une étude des protéines qui forment le cristallin de l’œil. Ils parlent

alors de « partage de fonction ». Par la suite, à partir de ses recherches sur le Xénope,

Hughes (1994) arrive aux mêmes conclusions. Le rôle de ces événements dans la con-

servation des gènes paralogues dans le génome a été développé et généralisé par Force

et al. (1999). Ils qualifient ce processus de « DDC » c’est-à-dire Duplication-

Dégénération-Complémentation.

Une forme de la subfonctionnalisation qui est potentiellement importante pour

l’évolution correspond à la division de l’expression génique après une duplication

(Force et al., 1999). Il a été montré que de nombreux gènes dupliqués suivaient cette

forme de subfonctionnalisation (Force et al., 1999). Par exemple, chez le zébrafish, une

paire de gènes paralogues engrailed-1 et engrailed-2 issue d’un événement de duplica-

tion segmentale ont suivi ce processus. En effet, ces deux gènes sont exprimés dans des

tissus différents. Par contre, chez la souris, un seul gène engrailed-1, orthologue aux

deux présents chez le zébrafish, est exprimé dans les deux tissus (Force et al., 1999). Le

changement d’expression après la duplication de gène semble être fréquent et apparaît

rapidement après l’événement de duplication (Wagner, 2000 ; Gu et al., 2002).

Cependant, il est très difficile de déterminer le pourcentage de gènes dupliqués qui

évoluent par un processus de subfonctionnalisation.

5.4. La néofonctionnalisation

L’un des processus le plus important sur le plan évolutif pour les séquences

dupliquées est la formation d’une nouvelle fonction. Chez les primates, ce processus a

été décrit pour deux gènes appartenant à une famille des Rnase A dont les produits sont

présents au niveau des granules des leucocytes éosinophiles (Zhang et al., 1998). Les

copies résultant d’un événement de duplication ont divergé pour donner deux gènes :

EDN (eosinophil-derived neurotoxin) et ECP (eosinophil cationic protein). Après

l’événement de duplication, une activité anti-bactérienne a émergé au niveau de la

p r otéine ECP. Cette activité n’est pas présente chez la protéine EDN. Plus surprenant,

cette activité anti-bactérienne n’est pas liée à l’activité ribonucléase originelle du gène

ancestral (Rosenberg and Dyer, 1995). Des analyses moléculaires suggèrent que cette

nouvelle fonction résulte probablement de l’accumulation rapide, après la duplication,

de substitutions d’arginine dans la séquence protéique (Zhang et al., 1998). La protéine
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ECPest toxique pour les bactéries car elle crée des pores au niveau de leur membrane

cellulaire. Les résidus arginine chargés négativement doivent être importants pour

établir un contact entre la protéine ECP et les membranes bactériennes charg é e s

négativement afin d’engager le processus de formation de pores.

Cependant, dans de nombreux cas, la néofonctionnalisation correspond à une spé-

cialisation de la fonction ancestrale. L’un des exemples incontournables est constitué par

la superfamille des globines chez les eucaryotes supérieurs. Ces protéines à hème sont

adaptées à la fixation réversible de l’oxygène. Chez l’homme, la super famille des glo-

bines est constituée, dans l’état actuel des connaissances, de quatre familles:

- la famille de la neuroglobine dont l’unique membre est localisé sur le chromosome14

(Burmester et al., 2000) ;

- la famille de la myoglobine dont l’unique membre est localisé sur le chromosome 22 ;

- la famille multigénique de α-globine localisée sur le chromosome 16 ;

- la famille de la β-globine localisée sur le chromosome 11.

Les quatre familles produisent trois types de protéines ayant une activité spécifique: la

myoglobine, la neuroglobine et l’hémoglobine. Elles ont divergé à partir d’un ancêtre

commun et sont devenues spécialisées sous plusieurs aspects. Ainsi, chaque protéine a

une spécificité tissulaire. La myoglobine est devenue la protéine de stockage de l’oxygène

dans les muscles, la neuroglobine celle des cellules nerveuses. L’hémoglobine, quant à

elle, permet le transport de l’oxygène dans le sang. Par ailleurs, alors que la myoglobine

et la neuroglobine ont gardé une structure monomérique, l’hémoglobine est devenue un

hétérotétramère composé de deux sous-unités α et de deux sous-unités β.

Chez l’homme, la famille α comprend 4 gènes fonctionnels et trois pseudogènes

alors que la famille β comprend 5 gènes et un pseudogène (Fig. I.6). Ces différents

gènes ont divergé à la fois au niveau de la régulation et de la fonction. En effet, dif-

férents hétérotétramères d’hémoglobines apparaissent à différents stades du développe-

ment : ζ2ε2 et α2ε2 dans l’embryon, α2γ2 dans le foetus, puis α2β2 et α2δ2 chez

l’adulte. Des différences d’affinité pour l’oxygène sont à l’origine de la présence de ces

différents hétérotétramères. Par exemple, l’hémoglobine fœtale (α2γ2) possède une

affinité à l’oxygène plus importante que celle de l’adulte. Ceci permet au fœtus de

recevoir assez d’oxygène à partir du sang maternel. La base moléculaire de cette affinité

provient de la présence d’une sérine en position 143 de la globine γ alors qu’il s’agit

INTRODUCTION



d’une histidine dans la chaîne β.

La création d’une nouvelle fonction à partir d’un gène dupliqué peut nécessiter

un nombre important de substitutions d’acides aminés comme c’est le cas pour la pro-

téine ECP(9 acides aminés) (Zhang et al., 1998) ou une seule substitution comme pour

les globines γ et β.

6. SACCHAROMYCES CEREVISIAE : UN ORGANISME MODÈLE POUR L’ÉTUDE

DES DUPLICATIONS

S. cere v i s i a e est un outil de choix pour l’étude de l’organisation et de la structure

des duplications au sein d’un génome. En effet, la séquence complète de son génome est

disponible depuis 1996 (Goffeau et al., 1996). Il fut le premier eucaryote dont le génome

fut entièrement séquencé. Seuls les génomes de deux organisme procaryotes :

Haemophilus influenza (Fleischmann et al., 1995) et Mycoplasma genitalium (Fraser et

al., 1995) furent achevés avant celui de cette levure. Son génome est remarquablement

compact. On y trouve un gène environ tous les 2 kb et plus de 70% de l’ADN chromo-

somique correspond à une région codante (Goffeau et al., 1996). De plus, le génome de

S. cerevisiae est certainement le génome eucaryote pour lequel l’identification des

ORFs est la plus précise. En effet, l’annotation, c’est-à-dire l’étape d’identification des

ORFs, initiée en 1996 fut suivie de plusieurs étapes de modifications. L’annotation est
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Les rectangles gris correspondent aux pseudogènes.
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encore régulièrement mise à jour. Dans le cadre de l’étude des duplications de gène,

l’intérêt de cette séquence complète a été de pouvoir comparer l’ensemble des ORFs

présent au sein de Saccharomyces cerevisiae afin de caractériser leur redondance. Cette

analyse a permis de donner une vision globale sur l’ensemble des séquences d’ADN

dupliquées. De plus, d’autres levures hémiascomycètes ont été partiellement ou entière-

ment séquencées ces dernières années (Fig. I.7). Une analyse de comparaison des

ORFs, notamment dupliquées, entre les différents génomes séquencés a été possible

et a p e rmis d’apporter un certain nombre de réponses sur le plan évolutif des hémi-

a s c o m ycètes.
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6.1. Les catégories de duplications présentes chez Saccharomyces cerevisiae

La comparaison de l’ensemble du génome de S. cerevisiae a permis de prendre con-

science de l’importance de la proportion de gènes paralogues. En effet, environ 40 %

des gènes codant une protéine appartiennent à une famille de paralogues. Il existe

e n viron 722 familles dont 457 comprennent deux gènes. Les 265 autres familles peu-

vent être constituées de 3 gènes (124 familles) à plus de 20 gènes (11 familles) (Blandin

et al ., 2000). Les gènes paralogues de S. cerevisiae sont dispersés sur les 16 chromo-

somes et appartiennent à toutes les catégories fonctionnelles avec une sur-représentation

de gènes codant des transporteurs membranaires.

On peut distinguer 4 types de gènes dupliqués (Fig. I.8):

les gènes dispersés,

les gènes répétés en tandem,

les gènes subtélomériques,

les blocs « fossiles » comprenant une série de gènes.
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FIGURE I.8 – Types de duplications observées chez Saccharomyces cerevisiae.
(A) duplications dispersées,
(B) duplications en tandem,
(C) blocs fossiles,
(D) duplications subtélomériques.



43

6.1.1. Les duplications dispersées

La majorité des gènes dupliqués sont dispersés sur l’ensemble des chromosomes de

S a c c h a romyces cere v i s i a e . Parmi ces gènes, on trouve les gènes de tRNA. Dans la souche

séquencée, il y a 274 gènes codant pour des ARNt répartis sur les 16 chromosomes et se

regroupant en 45 familles. La famille des gènes de tRNATy r constitue un exemple typique.

Il existe huit gènes identiques codant un seul type de tRNATy r présent dans le cytoplasme.

Les huit gènes sont dispersés sur cinq chromosomes et sont tous exprimés. Il faut déléter

au moins cinq copies avant de détecter un effet sur la croissance cellulaire.

Parmi les séquences particulièrement répétées et dispersées dans le génome, on

retrouve les éléments mobiles de type rétrotransposons. Chez S. cerevisiae, les rétro-

transposons avec LTR sont les seuls éléments transposables présents et se répartissent

en 5 classes (Ty1-Ty5) basées sur des similarités de séquence et sur l’organisation du

gène POL. Dans la souche S288C, dont la séquence complète du génome a été publiée,

331 éléments Ty ont été retrouvés, se répartissant de la manière suivante : 217 Ty1, 34

Ty2, 41 Ty3, 32 Ty4 et 7 Ty5. Parmi ces éléments, 85% correspondent à des séquences

LTR ou à des fragments de séquences LTR. Dans l’ensemble, les séquences des rétro-

transposons constituent 3,1% du génome de S. cerevisiae (Kim et al., 1998).

6.1.2. Les duplications en tandem

Le second type de duplications correspond aux gènes issus de duplications en

tandem, directes ou inversées. Les ADN ribosomiques, situés sur le chromosome XII,

constituent le plus grand type de séquences répétées dans le génome de la levure. Les

deux unités 5S et 35S ont une taille de 9,1 kb (Fig. I.9). L’unité 35S transcrite par la

polymérase I donne un ARN précurseur qui est ensuite maturé en ARN 18S ; 5,8S et

25S. Ce qui est le plus étonnant dans les répétitions d’ADN ribosomiques de

Saccharomyces cerevisiae est l’existence d’un gène codant un ARN 5S à l’intérieur de

l’unité de transcription par la polymérase I. Ce gène codant l’ARN 5S est, quant à lui,

transcrit par la polymérase III. Le sens de transcription est contraire à celui de l’unité

de transcription par la polymérase I. Ces deux unités forment un bloc de 9,1 kb qui est

répété en tandem. Les répétitions sont jointes tête à queue. Le nombre de répétitions

varie de 100 à 200 copies suivant la souche de levure, expliquant de ce fait le polymor -

phisme de taille du chromosome XII.
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6.1.3. Les duplications subtélomériques

Les régions subtélomériques présentent une grande plasticité chez l’ensemble

des génomes. Chez S a c c h a romyces cere v i s i a e, ce sont des régions riches en gènes

p a ralogues. Elles contiennent des familles multigéniques de grandes tailles. De plus,

elles sont hautement polymorphes et subissent des événements de recombinaison à

haute fréquence (Louis, 1995). Le séquençage de nouveaux génomes de levure a égale-

ment révélé la grande plasticité de ces régions subtélomériques (Dujon et al ., 2004 ;

Kellis et al., 2003).

Le locus SUC constitue un exemple de duplication subtélomérique. Les gènes

SUC codent une invertase qui est une enzyme nécessaire à l’utilisation de saccharose

(Carlson et al., 1985). Ces gènes ont été cartographiés à six différents loci, tous proches

des extrémités des chromosomes. Seul le locus S U C 2 est trouvé dans toutes les

s o u c hes de laboratoire. Il est localisé à l’extrémité du bras gauche du chromosome IX

à plus de 30 kb du télomère alors que les cinq autres loci S U C sont immédiatement

a d j acents aux télomères et entourés de répétitions subtélomériques.

6.1.4. Les blocs « fossiles »

La séquence complète du génome de S. cere v i s i a e a également révélé des blocs de

d u p l ication qui ont été qualifiés de « f o s s i l e s » c’est-à-dire correspondant aux traces d’un

é v é n ement de duplication ancestrale. Wolfe et Shields (1997) ont mis en évidence 55 blocs

de duplication ancestrale contenant 376 paires de gènes homologues. L’identité de

séquence protéique entre les paires est comprise entre 24 % et 100 % avec une moyenne

de 63%. Trois critères importants ont été définis pour rechercher ces régions dupliquées :
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FIGURE I.9 – Unité répétée d’ADN ribosomique chez Saccharomyces cerevisiae.
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- le score attribué à l’alignement de séquence par le programme BLASTPest supérieur

à 200 pour chaque paire de gènes homologues ;

- chaque bloc comprend au moins 3 paires de gènes homologues et la distance

intergénique entre ces gènes doit être inférieure à 50 kb ;

- le même ordre et les mêmes orientations relatives des gènes sont gardés au niveau de

ces deux régions.

Ainsi, 55 régions dupliquées avec une taille moyenne de 55 kb et contenant 6,9 paires

de gènes homologues en moyenne ont été mises en évidence chez S. cerevisiae.

Deux hypothèses peuvent être formulées pour expliquer comment ces 55 régions

se sont dupliquées. La première consisterait en une série de duplications segmentales

successives et indépendantes menant à la situation actuelle. La seconde consisterait en

une seule duplication complète du génome. Cet événement serait suivi par d’autres

réarrangements comme des translocations réciproques entre les chromosomes et des

délétions conduisant à la formation de blocs de duplications mosaïques. La polyploïdi-

sation du génome de S. cerevisiae avait déjà été proposée par Smith en 1987.

Wolfe et Shield (1997) se prononcent en faveur du modèle de duplication com-

plète du génome / translocations pour deux raisons. D’une part, pour 50 des 55 régions

dupliquées, l’orientation des blocs par rapport au centromère est la même pour les deux

segments, ce qui ne semble pas être aléatoire. En effet, l’orientation des blocs devrait

être conservée s’ils sont issus de la duplication de chromosomes suivie d’événements

de translocation réciproque. Par contre, si les blocs sont issus d’événements de duplica-

tion segmentale indépendant alors leur orientation devrait être aléatoire et on devrait

s’attendre à des événements de triplication, ce qui n’est pas observé dans le génome de

S. cerevisiae.

Cette duplication complète du génome se serait produite après la divergence entre

S. cere v i s i a e et K. lactis (Fig. I.7) (Wong et al., 2002). Le séquençage récent des levures

K l u y v e romyces waltii et Ashbya gossypii ont permis de confirmer le modèle de la dupli-

cation complète du génome (Kellis et al ., 2004 ; Dietrich et al ., 2004). Ces levures

proviennent d’un ancêtre commun qu’elles partagent avec S. cere v i s i a e (Fig. I.7).

Cependant, situées en aval de K. lactis sur l’arbre phylogénétique, elles n’ont pas été le

siège de la duplication complète du génome. La comparaison de ces souches avec S.

c e re v i s i a e p e rmet d’analyser la situation avant et après la duplication complète du
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génome. L’analyse montre que deux segments mosaïques formant un bloc de duplica-

tion chez S. cerevisiae correspondent effectivement à une région unique chez K. waltii

et A. gossypii (Fig. 10). Les gènes homologues conservent l’ordre et l’orientation.

Environ 10 % des gènes qui appartiennent aux blocs dupliqués se retrouvent dans les

deux régions dupliquées alors qu’ils sont uniques dans les deux autres levures

séquencées. Ces résultats soutiennent l’hypothèse qu’une duplication complète du

génome de S. cerevisiae suivie d’une perte d’une copie sur l’un ou l’autre des segments

s’est produite. Dans un certain nombre de cas (environ 10 %), les deux copies ont été

retenues au sein du génome.

Bien que la présence des segments dupliqués chez S. cere v i s i a e soit issue

d’une duplication complète du génome, des travaux récents montrent qu’il ne s’agit p a s

de la seule et unique source impliquée dans la formation de telles duplications ( D u j o n

et al ., 2004). En effet, le séquençage systématique de 3 levures hémiascomyc è t e s :

K l u y v e romyces lactis, D e b a ryomyces hansenii et Ya rrowia lipolytica ont permis de

mettre en évidence d’autres blocs de duplication :

- 8 blocs (un en tandem) chez K. lactis,

- 5 blocs (3 en tandem) chez D. hansenii,

- 2 blocs chez Y. l i p o l y t i c a.

Ces blocs de duplication ne coïncident pas avec ceux retrouvés chez S. cere -

v i s i a e. De plus, ils sont trop peu nombreux pour suggérer un événement de duplica-

tion massive. Ces observations permettent donc de conclure que d’autres mécani s m e s

peuvent être à l’origine de la formation de duplications segmentales chez les levures

et illustrent la multiplicité des moyens par lesquels une séquence d’ADN peut se

d u p l i q u e r.

6.2. Les duplications mises en évidence par des approches expérimentales

La séquence complète de S. cerevisiae a permis de mettre en évidence l’ensem -

ble des duplications qui ont une forme stable dans un génome. Cependant, comme nous

l’avons vu précédemment, d’autres types de duplication peuvent se produire, comme

l’aneuploïdie, mais ne sont pas détectables par analyse des séquences. Ainsi par des

approches expérimentales, il a été possible de mettre en évidence chez S. cerevisiae le

processus d’amplification génique et l’importance de l’aneuploïdie.
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FIGURE I.10 –Modèle de la duplication totale du génome.
(a) l'événement de duplication totale dans le genre Saccharomyces entraîne la création d'une copie de chaque gène
et chaque chromosome,
(b) la majorité des gènes dupliqués sont suivis un processus de nonfonctionnalisation et seront donc perdus,
(c) les régions dupliquées conservent de manière asymétrique un certains nombre de gènes,
(d) certains gènes (environ 10%) sont conservés au niveau des deux régions dupliquées,
(e) la comparaison entre S. cerevisiae et K. waltii montre que deux segments mosaïques formant un bloc de dupli -
cation chez S. cerevisiae, correspondent effectivement à une région unique chez K. waltii,
(d'après Kellis et al., 2004).



6.2.1. L’amplification génique

L’amplification génique caractérise une multiplication brutale de copies de

gènes. Elle peut être spontanée, comme dans le cas du gène CUP1 de S. cerevisiae. Ce

gène code une protéine complexant les ions cuivre. Le nombre de gènes varie suivant le

milieu de sélection. Il existe en effet une corrélation directe entre le nombre de répéti-

tions en tandem et le niveau de résistance au cuivre. Ce locus est donc un modèle sim-

ple pour l’étude de l’amplification de gènes (Butt and Ecker, 1987). Dans la plupart des

souches qui possèdent plusieurs copies CUP1, l’unité de répétition a une taille de 2 kb.

Elle code deux transcrits, mais seule celle qui code la chélatine du cuivre est impliquée

dans la résistance (Karin et al ., 1984). La sélection de souches ayant une résistance

accrue aux ions cuivres provoque l’accroissement à haute fréquence du nombre de

copies CUP1 pendant la croissance mitotique, à condition qu’il y ait plus d’une copie

dans la souche de départ. En effet, il n’a jamais été possible de sélectionner un événe-

ment initial de duplication dans une souche ne contenant au départ qu’une seule copie

CUP1 (Fogel and Welch, 1982).

6.2.2. L’aneuploïdie

Hughes et al. (2000) sont les premiers à avoir mis en évidence l’importance de

l’aneuploïdie chez S. cerevisiae. L’analyse du transcriptome par microarray d’une col-

lection de 300 mutants de délétion (issus du Saccharomyces Genome Deletion

Consortium) montre que des gènes appartenant à un seul chromosome sont surexprimés

dans environ 8 % des souches délétées. Ces données suggèrent fortement la présence

d’un chromosome supplémentaire ce qui a été confirmé par hybridation génomique

comparative sur microarray.

La ploïdie (le contenu génomique d’une cellule) est généralement maintenue à

un niveau constant et les chromosomes sont généralement répartis avec un taux de

f i d é lité élevé. Une mauvaise ségrégation des chromosomes conduit soit à la mort cel-

l ulaire soit à une maladie. Un certain nombre de maladies humaines sont liées à une

a n euploïdie dont le principal exemple est le syndrome de Down causé par une trisomie

du chromosome 21. Il est donc très surprenant de constater que l’aneuploïdie soit très

répandue chez S. cerevisiae.
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Plusieurs explications ont été avancées pour expliquer ce taux élevé d’aneu-

ploïdies dans la collection des mutants de délétion. Premièrement, une mutation définie

dans une souche peut augmenter le taux de mauvaise ségrégation des chromosomes. En

effet, une mutation dans un gène impliqué dans la réparation et la ségrégation (comme

BUB1, BUB3 et BIM1) sont connus pour augmenter le taux d’événements d’aneu-

ploïdies (Hartwell and Smith, 1985). Cependant, la majorité des mutants présentant une

aneuploïdie ne sont pas directement impliqués dans la stabilité du génome. Une autre

explication pour ce taux élévé est qu’une souche ayant acquis une délétion suivie d’une

aneuploïdie peut avoir un avantage sélectif par rapport à une cellule ayant une ploïdie

normale. Par exemple, dans leur étude, Hughes et al. ont mis en évidence un chromo-

some IX supplémentaire dans une souche diploïde portant une délétion des deux copies

du gène codant la protéine ribosomique Rps24a localisé sur le chromosome V. Or le

chromosome IX porte le gène RPS24B qui a 97 % d’identité de séquence avec le gène

RPS24A. De plus, la délétion des deux copies du gène RPS24A entraîne un phénotype

de croissance ralentie. Ainsi, les cellules qui ont gagné un chromosome IX permettent

de compenser l’absence du gène RPS24A par un dosage génique de son paralogue

RPS24B. Les cellules auront donc un avantage sélectif par le biais de l’aneuploïdie. Ces

résultats donnent une explication biologique à la présence de tels événements.

7. SYSTÈME DE SÉLECTION UTILISÉ AU LABORATOIRE POUR L’ÉTUDE DES

DUPLICATIONS

Ces dernières années, l’analyse des séquences complètes de génomes a permis

de mettre en évidence l’importance quantitative des séquences dupliquées au sein des

génomes. Malheureusement, leur analyse ne permet pas d’accéder aux mécanismes qui

sont impliqués dans la genèse des duplications. C’est pourquoi, il est nécessaire d’éla-

borer des cribles de sélection permettant d’isoler puis d’analyser de tels remaniements.

Au laboratoire, nous possédons un système génétique, basé sur l’allèle muté

ura2 15-30-72 du gène URA2, qui permet la sélection positive de réarrangements chro-

mosomiques chez la levure Saccharomyces cerevisiae : insertion de séquences d’ADN

mobiles (rétrotransposons), délétion de fragments chromosomiques mais également

duplication de régions chromosomiques (Roelants et al., 1995).
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Notre étude s’est focalisée sur les événements de duplication. Deux collections

de révertants bien distinctes ont été analysées sur le plan moléculaire : l’une réalisée à

partir d’une souche haploïde ura2 15-30-72, l’autre à partir d’une souche diploïde

homozygote a/ ura2 15-30-72. L’objectif d’une telle étude était double. Dans un pre-

mier temps, nous avons voulu mettre en évidence les moyens par lesquels notre

séquence d’intérêt était dupliquée et par cet intermédiaire apporter une preuve expéri-

mentale quant à leur pluralité. Dans ce cadre, nous avons comparé les deux états :

h a ploïde et diploïde afin de savoir si les moyens mis en œuvre pour dupliquer une

séquence étaient similaires ou différents. Dans un second temps, l’objectif de l’analyse

de ces révertants était d’apporter des réponses quant aux mécanismes pouvant être à

l ’ origine de ces duplications et de proposer des modèles de formation de ces

remaniements.
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1. ORGANISMES ET MÉTHODES DE CULTURE

1.1. Saccharomyces cerevisiae

1.1.1. Biologie de Saccharomyces cerevisiae

Saccharomyces cerevisiae est un champignon ascomycète hétérothallique dont

le cycle cellulaire est haplodiplobiontique. Ainsi, les cellules peuvent se maintenir sous

forme haploïde ou diploïde par bourgeonnement (Figure 1) (Kutzmann, 1998). En con -

ditions de croissance défavorables (carence en source de carbone ou d’azote), les cel-

lules diploïdes sporulent et donnent naissance à un asque contenant quatre spores non

ordonnées dont deux de signe a et deux de signe a. Lorsque les conditions redeviennent

plus favorables, ces spores germent et forment des cellules haploïdes. Deux cellules de

signe opposé peuvent être croisées afin de générer un diploïde. Toutes ces étapes

p e uvent être provoquées en laboratoire.

1.1.2. Souches utilisées

Les souches de S. cerevisiae utilisées pour cette étude sont isogéniques aux

souches FL100 (signe sexuel a, ATCC28383) et FL200 (isogénique à FL100, de signe

sexuel a) construites par F. Lacroute. La souche ura2 15-30-72 (a ou a) est une cellule

haploïde de génotype ura2 15-30-72 trp1D GAL1. La souche homozygote a/a ura2 15-3 0 -

7 2 est une cellule diploïde issue du croisement des souches ura2 15-30-72 de signe o p p o s é .

1.1.3. Milieux de culture

Les milieux de culture sont stérilisés par autoclavage à 110°C pendant 20 min.

La composition des milieux est la suivante :

- milieu complet YPG: bactopeptone 20 g/l; yeast extract 10 g/l ; glucose 20 g/l

- milieu minimum YNB: yeast nitrogen base 6,7 g/l; glucose 20 g/l

- milieu de sporulation Sp1: yeast extract 2,5 g/l; glucose 1 g/l; acétate de potassium 9,8 g / l

- milieu de sporulation AcK: acétate de potassium 10 g/l.
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Ces milieux (mis à part le milieu complet) peuvent être supplémentés en

fonction des auxotrophies des souches. Ils peuvent être solidifiés en présence de 2%

d ’ a g a r.
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1.1.4. Conditions de culture

Les cellules sont cultivées soit en milieu liquide sous agitation, soit sur milieu

solide. La température optimale d’incubation est de 30°C pour S. cere v i s i a e. En conditions

optimales de croissance, lors de la phase exponentielle, le temps de génération est de

1h30 environ sur milieu complet et de 2h30 environ sur milieu minimum.

1.2. Escherichia coli

1.2.1. Souche utilisée

Escherichia coli JM103 (∆(lac-proAB) thi rpsL supE endA sbcB15 hsdR4 F’

[traD36 proA+B
+

lacIqZ∆M15]), hôte des plasmides de la série pUC (Messing et al .,

1981), a été utilisée pour la préparation de plasmides et lors de la détermination des

régions flanquant une séquence d’ADN connue par la stratégie d’insertion / excision de

plasmide.

1.2.2. Milieux de culture

Les milieux de culture sont stérilisés par autoclavage à 110°C pendant 20 min.

La composition des milieux est la suivante :

- milieu complet LB : bactotryptone 10 g/l ; yeast extract 5g/l; NaCl 5g/l

- milieu SOC : bactotryptone 20 g/l ; yeast extract 5 g/l ; glucose 10 % ; NaCl (5 M) ;

KCl (1 M) ; MgCl2 (1 M); MgSO4 (1 M).

Le milieu SOC liquide est utilisé lors de la transformation des bactéries,

i m m édiatement après l’électroporation d’E. coli (Dower et al., 1988).

Le milieu LB peut être solidifié en présence de 2 % d’agar . Par ailleurs, de

l’ampicilline (100 µg / ml) peut être ajoutée au milieu de culture après autoclavage

pour sélectionner les cellules résistantes.

1.2.3. Conditions de culture

En milieu liquide, les cultures d’E. coli sont réalisées à 37°C avec une agitation

vigoureuse. Dans ces conditions, le temps de génération de la souche JM103 est

d ’ e n viron 20 minutes dans le milieu complet LB.

1.3. Évaluation de la concentration des cultures

La concentration cellulaire d’une culture donnée a été déterminée en milieu
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l iquide par mesure de la turbidité de la culture à 600 nm dans un spectrophotomètre

(l’appareil utilisé lors de ce travail est le BioPhotometer Eppendorf).

Une unité d’absorbance équivaut à :

- 7.107 cellules haploïdes de S. cerevisiae/ml

- 4.107 cellules diploïdes de S. cerevisiae/ml

- 9.107 cellules de E. coli/ml.

1.4. Conservation des souches

Les souches sont conservées par congélation à -80°C en présence d’une concen-

tration finale de 15 à 20% de glycérol, qui permet de limiter la formation de cristaux à

l’intérieur des cellules.

2. VECTEUR DE CLONAGE

Les vecteurs utilisés lors de cette étude sont des plasmides navettes E. coli /

S. cerevisiae c’est-à-dire qu’il peuvent être utilisés chez les deux types d’organismes.

Ces plasmides dérivent de pBR322 (Norrander et al ., 1983) et pUC19 (Bolivar et al .,

1977). Ce dernier contient l’origine de réplication de type ColE1 et le gène de résistance

à l’ampicilline (AmpR) du plasmide pBR322.

Les plasmides navettes se répliquent de manière indépendante chez E. coli et

contiennent un gène de sélection de levure (URA3, TRP1 ou LEU2) (Bonneaud et al.,

1991). Ils peuvent se répliquer chez S. cerevisiae s’ils contiennent l’origine de réplica -

tion 2µ ou une séquence de réplication autonome (ARS). Dans le premier cas, le vecteur

sera présent à un haut nombre de copies (20 à 50 copies par cellule), tandis que dans le

second, le nombre de copies sera réduit (1 à 3 par cellule). En l’absence de l’un de ces

deux éléments, ces vecteurs seront de type intégratif.

Pour notre part, nous avons utilisé les plasmides pFL35 et pFL45 qui correspon-

dent respectivement à un vecteur intégratif et à un vecteur réplicatif à haut nombre de

copies (2µ). Au niveau de ces vecteurs, le marqueur de sélection chez S. cerevisiae est

le gène TRP1.

Les vecteurs pFLD, pFLB et pFLE ont été construits au cours de ce travail à par-

tir du plasmide pFL35. Les fragments de restriction BglII D, B et E du locus URA2

(Fig. 2.2)ont été insérés dans le site BamHI unique du plasmide pFL35.
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3. TECHNIQUES GÉNÉTIQUES DE LA LEVURE

3.1. Obtention de cellules diploïdes

Deux souches de signe opposé, en phase de croissance exponentielle, sont

mélangées par étalement sur milieu solide. Les zygotes de forme caractéristique appa-

raissent après 3-4 heures et sont facilement distinguables au microscope. Ils peuvent

être isolés à l’aide d’un micromanipulateur Singer de type MSM.

3.2. Obtention de cellules haploïdes

Les cellules diploïdes en phase exponentielle de croissance sont étalées sur

milieu SP1 et incubées 24 heures à 30°C avant d’être transférées sur milieu AcK. Les

premiers asques apparaissent au bout de deux à trois jours à 30°C.

3.3. Détermination du signe sexuel

Les cellules dont on ignore le signe sont croisées avec des cellules haploïdes de

signe connu a et a. L’apparition de zygotes dans l’un des cas permet d’identifier le signe

de la souche testée.

3.4. Analyse des spores

Cette analyse a été réalisée par dissection de tétrades. Cette technique permet

l’étude qualitative mais aussi quantitative des produits de la méiose (Sherman and

Hicks,1991). Une anse du mélange de sporulation est mise en suspension dans 100 µl

d’eau stérile auxquels sont additionnés 100 µl de zymolyase à 5 mg/ml. A p r è s

2 0 m i nutes à 30°C, la paroi des asques est totalement hydrolysée par l’enzyme. Les

spores sont alors libérées, mais restent regroupées en tétrades. Elles sont ensuite

alignées sur une boîte de milieu complet grâce à un micromanipulateur Singer de type

MSM. Les clones issus des spores apparaissent au bout de 48 heures à 30°C et leur

phénotype peut alors être analysé.

3.5. Détermination des phénotypes

Elle se fait en comparant la capacité de croissance de souches variées sur dif-

férents milieux sélectifs et ce selon trois méthodes :

-les répliques velours : cette technique présente l’avantage de transférer toutes les
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colonies d’une boîte-mère sur un velours stérile puis sur une ou plusieurs boîtes-filles

en une seule étape.

-le repiquage : chaque colonie est prélevée à l’aide d’un cure-dent ou d’une anse puis

repiquée sur un autre milieu.

-le test en gouttes : une aliquote équivalente de chaque colonie est mise en suspension

dans de l’eau stérile. Une goutte est alors déposée sur différents milieux sélectifs.

4. Techniques de transformation par électroporation

Lors de la transformation par électroporation, les cellules sont soumises à un

champ électrique qui perturbe les structures membranaires, créant transitoirement des

pores permettant l’entrée de l’ADN (Sukharev et al., 1992).

4.1. Électroporation d’E.coli (Dower et al., 1988)

4.1.1. Préparation des cellules compétentes

250 ml de milieu LB sont ensemencés avec 2,5 ml d’une préculture en phase

s t ationnaire. La culture est incubée à 37°C avec agitation jusqu’à une absorbance à 660m

de 0,5 à 1, puis elle est refroidie dans la glace pendant 15 à 30 minutes. Une centrifuga -

tion à 5500 rpm pendant 10 minutes à 0°C précède chacun des quatre lavages succes-

sifs des cellules dans des volumes décroissants : 250 ml d’eau froide, 125 ml d’eau

froide, 80 ml de glycérol 10 % froid, puis finalement 0,3 ml de glycérol 10% froid.

4.1.2. Électroporation

40 µl de bactéries sont mélangés à un maximum de 4 µg d’ADN (dans un volume

maximum de 2 µl de TE) dans une cuve d’électroporation froide, dont la distance entre

électrodes est de 0,2 cm. Le mélange est soumis à une impulsion électrique (2,5 kV, 10

µF, 600 W) ; dans ces conditions, la constante de temps mesurée a une valeur de 4,6 à

4,8 ms. Les cellules sont immédiatement diluées dans 1 ml de milieu SOC, transférées

en microtube Eppendorf stérile puis incubées à 37°C pendant 1 heure. Le mélange de

transformation est éventuellement dilué ou concentré par centrifugation avant d’être

étalé sur milieu sélectif. Les colonies apparaissent après 15 heures d’incubation à 37°C

4.2. Électroporation de Saccharomyces cerevisiae

Le principe est le même que celui de l’électroporation de bactéries, seuls les

paramètres et les tampons utilisés changent.
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4.2.1. Préparation des cellules compétentes

Les cellules sont cultivées dans 40 ml de milieu complet jusqu’en fin de phase

exponentielle de croissance. Elles sont ensuite placées dans la glace pendant 10 min.

Les cellules sont récupérées par centrifugation à 2500 rpm pendant 5 min à 4 °C. On

l ave ensuite les cellules avec 5 ml de sorbitol 1 M avant de reprendre le culot dans

200 µl de sorbitol 1 M. Les cellules sont placées dans la glace.

4.2.2. Électroporation

40 µl de cellules compétentes sont mélangés à un maximum de 4 µg d’ADN

(dans un volume maximum de 2 µde TE) dans une cuve d’électroporation froide, dont

la distance entre électrodes est de 0,2 cm. Le mélange est soumis à une impulsion

(1,5kV, 10 µF, 600 W); dans ces conditions, la constante de temps mesurée a une valeur

de 4,6 à 4,8 ms. Les cellules sont immédiatement diluées dans 1 ml de milieu complet

Sorbitol, transférées en microtube Eppendorf stérile puis incubées à 30°C pendant

2 heures. Le mélange de transformation est éventuellement dilué ou concentré par cen-

trifugation avant d’être étalé sur milieu sélectif. Les transformants sont incubés à 30 °C

et les colonies apparaissent au bout de 2 à 3 jours.

5. PRÉPARATION D’ADN
5.1. ADN de levure

5.1.1. Extraction d’ADN génomique de levure (Hoffman and Winston, 1987)

L’ADN obtenu à l’aide de cette méthode n’est pas d’une pureté élevée, mais el-

le est néanmoins suffisante pour les analyses par hybridation ADN/ADN ainsi que pour

les amplifications PCR.

Les cellules sont mises en culture dans 10 ml de milieu complet (YPG) liquide,

à 30 °C sous agitation, jusqu’en début de phase stationnaire. Elles sont ensuite récoltées

par centrifugation (5min à 3000rpm). Le culot est alors remis en suspension dans 1 ml

d’eau distillée puis transféré dans un tube Eppendorf et centrifugé pendant 2 min à

12000 rpm. Les cellules sont ensuite reprises dans 250 µl de tampon de broyage (Tris-

HCl pH 8 10 mM, EDTA 1 mM, NaCl 100mM, Triton 2%, SDS 1%) et on ajoute des

billes de verre (de diamètre 0,5 mm) de manière à laisser environ 1 mm de milieu au-

dessus des billes. On ajoute alors 250µl de phénol-chloroforme et le milieu est vortexé
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pendant 3 min, puis centrifugé pendant 5 min à 12000 rpm. La phase aqueuse supé-

r i e ure, transférée dans un nouveau tube Eppendorf, est additionnée d’un volume de

p h énol-chloroforme. Ce mélange est vortexé pendant 30 sec puis centrifugé à

12000 rpm pendant 2 min. La phase aqueuse supérieure est à nouveau transférée dans

un nouveau tube Eppendorf et additionnée de 600 µl d’éthanol absolu froid et de 20 µl

d’acétate d’ammonium 3 M. Cette solution est maintenue dans la glace pendant 15 min

environ puis centrifugée pendant 5 min à 12000 rpm. Après séchage, le culot est repris

dans 400 µl de TE (Tris-HCl 10 mM pH 8, EDTA 1 mM). On ajoute 30 µg de RNase A

au milieu qu’on incube pendant 15 min à 37 °C. 1 ml d’éthanol absolu froid est alors

mélangé à la solution qui est ensuite placée 15 min dans la glace, puis centrifugée pen-

dant 10 min à 12000 rpm. Le surnageant est éliminé et le culot rincé avec 1 m l

d ’ é t h anol 70%. Après un nouvelle centrifugation, le culot est repris dans 50 µl de TE.

5.1.2. Préparation de chromosomes entiers de levure (Vézinhet et al., 1990)

L’analyse des caryotypes de souches de levure en électrophorèse en champs

alternés nécessite d’obtenir des chromosomes intacts. Or les procédures habituelles de

préparation d’ADN ne permettent pas d’obtenir des molécules de haute masse molécu-

laire. Ainsi, pour éviter les coupures dues aux forces mécaniques, les cellules entières

incorporées dans des blocs d’agarose sont lysées et déprotéinisées in situ. La matrice

d’agarose protège l’ADN des forces de scission et fournit des échantillons faciles à

manipuler pour l’analyse par électrophorèse en champs alternés.

Les cellules sont cultivées dans 50ml de milieu YPG jusqu’en phase stationnaire

et récoltées par centrifugation (5 min, 6000 rpm). Le culot est lavé dans de l’EDTA

50 mMpH8, puis les cellules sont incorporées dans des blocs d’agarose (BioRad). Ces

derniers contenant les cellules et la zymolyase sont incubés 2 heures à 37°C dans un

tampon CPE (acide citrique 40mM; Na2HPO4 120mM; EDTA 20 mM) additionné de

zymolyase à 100 µg/ml. Puis les cellules sont déprotéinisées dans un tampon de lyse

contenant la protéinase K(Tris 10mM pH8; EDTA 0,45 M; SDS 1 % ; 0,25-0,5mg/ml

de protéinase K), une nuit à 50°C. Les blocs sont ensuite lavés 2fois 30min avec dH2O

à 50°C et 2 fois 30 min avec dH2O à température ambiante. Les blocs sont alors repris

dans 10 ml d’EDTA 0,25 M et stockés à 4°C.

5.2. ADN plasmidique d’Escherichia coli

Les souches d’E. coli possédant le gène endA (JM103 par exemple) produisent
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une endonucléase pouvant détériorer l’ADN plasmidique. Cette endonucléase étant

thermosensible, la méthode dite “de lyse des cellules à chaud” (Holmes and Quigley,

1981) est préconisée.

5 ml de milieu LB sont inoculés avec une colonie puis incubés à 37°C avec agi-

tation pendant une vingtaine d’heures. Les cellules sont récoltées par centrifugation à

5000 rpm pendant 5 minutes et remises en suspension dans 350 µl de tampon STET

(saccharose 8 %, Triton X-100 5%, EDTA 50 mM, Tris-HCl 50 mM pH 8) auxquels on

ajoute 30 µl d’une préparation extemporanée de lysozyme à 10 mg/ml. Les tubes sont

immédiatement placés dans un bain-marie à 100°C pendant 50 secondes, puis cen-

trifugés à 15000 rpm pendant 15 minutes. 200 µl de surnageant sont mélangés à 200µl

d’isopropanol dans un microtube Eppendorf, incubés à -20°C pendant 10minutes, puis

centrifugés à 15000 rpm pendant 5 minutes. Le culot est bien égoutté et remis lentement

en solution dans 1 ml d’éther. Après une centrifugation à 15000 rpm pendant 5 minutes,

le culot est séché et remis en solution dans 50 µl d’eau distillée stérile. Cette solution

peut être conservée à -20°C. Dans le cas d’une digestion ultérieure par un enzyme de

restriction, on peut ajouter 2,5 % (v/v) d’une solution de RNase H à 2,5mg/ml.

6. Analyse de l’ADN

6.1. Purification de l’ADN par extraction phénol-chloroforme

Le but de cette extraction est l’élimination des protéines contenues dans une

solution d’ADN. Pour un volume de solution d’ADN, on ajoute un volume de phénol-

chloroforme (le produit utilisé est commercialisé par Q-BIOgene et constitué d’un mé-

lange d’AquaPhenol™, de chloroforme et d’alcool isoamylique dans les proportions

respectives: 50 % / 47,5% / 2,5%). Le mélange est alors fortement agité à l’aide d’un

vortex puis centrifugé 5 min à 12000rpm. Il apparaît alors deux phases: une phase phé-

nolique inférieure et une phase aqueuse supérieure, les protéines se trouvant à l’interfa-

ce. La phase aqueuse supérieure contenant l’ADN est récupérée par pipetage. L’extrac-

tion ainsi réalisée peut être répétée plusieurs fois afin d’augmenter la pureté de l’ADN.

6.2. Précipitation alcoolique

La solution d’ADN purifiée peut être concentrée par précipitation alcoolique.

Pour ceci, on ajoute un dixième de volume d’acétate de sodium 3 M pH 7 et 2,5 vol-

umes d’éthanol pur (stocké à -20°C); l’ADN précipite en 30minutes à 0°C, et une cen-
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trifugation à 15000 rpm pendant 15 à 30 minutes permet de l’obtenir sous la forme d’un

culot. Après lavage du culot avec de l’éthanol à 70 % (stocké à -20°C), l’ADN est dis-

sous dans de l’eau distillée ou du tampon TE stérile. Cette solution peut être conservée

pendant plusieurs mois à -20°C.

6.3. Purification de l’ADN par chromatographie

Cette méthode de purification, très rapide, a été utilisée pour séparer l’ADN dou-

ble brin amplifié par PCR des autres substances présentes dans le milieu réactionnel

après amplification (amorces en excès, dNTP, sels). L’ADN purifié peut ensuite être

utilisé pour d’autres réactions : PCR, digestion par un enzyme de restriction, ligation,

séquençage...

Cette méthode de chromatographie d’exclusion (gel-filtration) est basée sur la

séparation des molécules selon leur taille dans une résine de Séphacryl sous l’action

d’une force centrifuge. Les impuretés (dNTP, sels) et les petits fragments d’ADN

(amorces de taille inférieure à 25-mer) sont retenus par la résine, alors que les grands

fragments d’ADN (500-mer et davantage) passent rapidement à travers. Les colonnes

utilisées (MicroSpin™ S-400 HR), préalablement équilibrées dans du tampon TE, sont

commercialisées par Pharmacia.

La colonne est d’abord remise en suspension, placée dans un microtube

Eppendorf et centrifugée à 2300 rpm pendant 1 minute pour éliminer l’excès de tam-

pon. Après avoir placé la colonne dans un nouveau microtube Eppendorf, 25 à 50 µl

d’échantillon sont déposés délicatement à la surface de la résine, puis centrifugés à 2300

rpm pendant 2 minutes. La solution d’ADN purifiée est récupérée dans le microtube.

6.4. Détermination de la concentration d’ADN

La concentration d’une solution d’ADN peut être estimée par la mesure de l’ab-

sorbance à 260 nm, une unité d’absorbance correspondant à 50 µg/ml d’ADN bicaté-

naire. Le calcul du rapport des absorbances à 260 nm et 280 nm permet d’estimer la

pureté de la solution (absence de protéines), ce rapport devant être compris entre 1,8 et

2 (Sambrook et al., 1989).

6.5. Analyse par électrophorèse sur gel d’agarose

6.5.1. Électrophorèse sur gel d’agarose classique

Les fragments d’ADN de taille inférieure à 50 kb sont séparés selon leur taille
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par migration sur gel d’agarose 1%. Ces fragments sont visibles aux UVà 300 nm grâce

au BET contenu dans le gel qui s’insère entre les plateaux de base de l’ADN. On peut

en estimer la taille et la concentration en comparaison avec la comigration d’un mar-

queur de taille tel que de l’ADN de phage l digéré par EcoRI et HindIII. La migration

s ’ e ffectue sous une tension pouvant varier de 20 à 100Vdans un tampon d’électrophorèse,

le TAE (Tris-Base 4,84 g ; acétate de sodium 0,68 g ; EDTA 0,336 g ; acide acétique

1,35 ml; eau qsp 1l).

6.5.2. Électrophorèse en champs alternés (ou PFGE)

Cette technique permet de séparer des molécules d’ADN dont la taille varie

entre 200 et 1500 kb. Elle permet ainsi de visualiser les chromosomes de S.cerevisiae,

dont la taille est comprise entre 240 kb et 1600 kb.

Le principe repose sur le fait qu’en alternant le champ électrique entre les paires

d’électrodes spatialement distinctes, les molécules d’ADN se réorientent différemment

à travers les réticulations d’un gel d’agarose et migrent en fonction de leur taille. Dans

le systeme CHEF (Clamped Homogeneous Electric Field) (Chu et al., 1986),

2 4 é l e ctrodes sont positionnées en hexagone. Nous avons utilisé un appareil CHEF-

DRIII de BioRad. La migration des chromosomes est liée au type d’agarose et à sa con-

centration, à la tension appliquée, au temps de migration et au temps au cours duquel le

champ électrique suit une certaine direction (« p u l s e »). Pour ce travail, nous avons appli-

qué des conditions permettant une bonne séparation globale des chromosomes. Ainsi,

les migrations ont été effectuées dans un gel d’agarose 1% sur une durée allant de 22 à

26 heures à 6 V/cm avec des pulses de 40 et 120sec et un angle variant de 120°.

6.6. Digestion par des endonucléases de restriction

Les enzymes de restriction sont des endonucléases qui coupent l’ADN bicaté-

naire au niveau d’une séquence spécifique, généralement sous la forme d’un palin-

drome ; la coupure produit des extrémités franches ou des extrémités cohésives 5’ou

3’sortantes. Ces enzymes sont utilisés selon les conditions spécifiées par le fabriquant

(tampon, température, présence de BSA, concentration...).

La digestion est réalisée en microtube Eppendorf contenant, dans un volume

final de 20 µl, un dixième de volume de tampon dix fois concentré, quelques unités

d’enzyme, et de 0,1 à 1 µg d’ADN. Pour une digestion simultanée par plusieurs

e n d o n ucléases, si les conditions sont différentes pour les enzymes utilisés, on peut faire
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se succéder les tampons en commençant par le moins concentré en sels. Cependant, il

est souvent préférable de purifier l’ADN par extraction phénolique et précipitation afin

d’éliminer enzyme et sels ; les endonucléases peuvent en effet couper l’ADN de façon

non spécifique dans des conditions non optimales.

6.7. Ligation des molécules d’ADN

Cette manipulation utilise la DNA ligase du phage T4. Elle permet la con-

s t r u ction in vitro de molécules d’ADN recombinées.

Pour insérer un fragment d’ADN dans un plasmide linéarisé, il est recommandé de

se placer en condition d’excès de l’insert par rapport au vecteur (rapport molaire 3:1).

Certains paramètres de la réaction varient selon le type d’extrémités. Dans un volume

r é a ctionnel de 20µl, l’ADN total doit représenter 0,01 à 0,1µg dans le cas d’une ligation

d’extrémités cohésives (0,1 à 1 µg dans le cas d’extrémités franches). On y ajoute 0,1 u n i t é

de ligase du bactériophage T4 (1 unité dans le cas d’extrémités franches) que l’on incube à

24°C pendant 1 heure (à 14°C pendant 24 heures dans le cas d’extrémités franches).

7. AMPLIFICATION D’UN FRAGMENT D’ADN PAR PCR 
(POLYMERASE CHAIN REACTION)
7.1. PCR classique

7.1.1. Principe

La PCR est une technique permettant l’amplification exponentielle et spécifique

d’un fragment d’ADN in vitro par l’utilisation d’une polymérase thermostable, d’oligonu-

c l é otides amorces et des quatre dNTP, que l’on soumet à une série de cycles de températ u r e .

Plusieurs cycles alternant une dénaturation de l’ADN, l’hybridation des oligonucléotides et

la polymérisation de l’ADN sont ainsi effectués. La durée et la température des diff é r e n t e s

étapes sont des paramètres essentiels qui sont définis pour chaque expérience.

7.1.2. Paramètres importants lors des différentes étapes

La dénaturation permet la formation d’ADN simple brin. La température utilisée

varie peu selon les protocoles (92 à 94°C). Sa durée (30 secondes) est souvent plus

longue que nécessaire car quelques secondes suffisent à obtenir une bonne dénaturation.

L’hybridation est l’étape déterminant la spécificité et le rendement de l’amplifi-

cation. La température d’hybridation (Tm) se détermine en fonction de la taille et de la
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séquence des oligonucléotides utilisés. Cette Tm est la température à laquelle la moitié

des hybrides possibles est formée. Le temps d’hybridation est généralement de

3 0 s e condes à une minute. La concentration saline du tampon agit sur la stringence de

l’hybridation des oligonucléotides. La concentration de base en MgCl2 est de 1mM.

Une concentration supérieure augmente l’hybridation aspécifique des oligonucléotides.

La polymérisation est généralement effectuée à une température légèrement

inférieure à la température optimale de l’ADN polymérase utilisée. La durée de

polymérisation dépend de la taille du fragment d’ADN à amplifier. Il faut compter 30

secondes à 1 minute par kb à amplifier avec la Taq DNApolymérase.

Le nombre de cycles, quant à lui, dépend de la quantité de matrice de départ. Il

faut en général entre 25 et 35cycles pour obtenir 1 mg d’ADN pour 100 µl de réaction

à partir de quelques pg d’ADN. Une étape de post-élongation peut être effectuée après

la fin des cycles pour terminer la synthèse de certains brins éventuellement inachevés.

7.1.3. Matériel

Les PCRs se font dans des tubes Eppendorf de 600 µl de volume. Le volume du

milieu de réaction varie de 50 à 100 µl.

Appareil à PCR

La réaction se fait dans un appareil automatisé, le MastercyclerTM Gradient

d’Eppendorf. Il dispose d’un couvercle chauffant qui est porté à 105°C lors de son utilisation.

Enzyme

La Taq DNA polymérase commercialisée par Q-BIOgene est fournie avec un

tampon x10 dont la constitution est : Tris-HCl pH 8,3 100mM; KCl 500 mM; MgCl2

15 mM ; gélatine 0,01 %.

La composition du milieu de réaction est: 10 µl de tampon 10x; 1µl d’une solu -

tion des 4 dNTPs à 20 mM ; 1µl de chaque oligonucléotide à 20 µM; environ 100 ng

d’ADN ; 0,2 unité d’enzyme; eau bidistillée qsp 100 µl.

7.2. Tail - PCR (Thermal asymmetric interlaced –PCR)

La Tail-PCR est une technique permettant de cloner les séquences génomiques flan-

quant une séquence d’ADN connue. Elle a été développée pour déterminer les séquences

flanquantes dans le cas des gènes étiquetés par une insertion d’ADN-T chez les plantes

(Liu et al., 1995).
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FIGURE M.2 –Diagramme schématique de la technique de Tail-PCR.
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TABLEAU M.1 – Paramètres d'amplification utilisés pour la technique de Tail-PCR.
(A) technique classique décrite par Liu et al. (1995).
(B) techniquede Long-Range Tail-PCR décrite par Szabados et al. (2002).



Cette stratégie se base sur l’utilisation d’oligonucléotides spécifiques à la

séquence d’ADN connue ainsi qu’une série d’oligonucléotides dégénérés (Figure 2). On

parle de PCR « hémi-spécifique ». Une telle PCR va obligatoirement entraîner la for-

mation de produit aspécifique. Cependant, afin d’amplifier préférentiellement la région

d’intérêt, 3réactions PCR successives sont réalisées avec des conditions de stringences

différentes. De plus, pour chaque réaction, un autre oligonucléotide spécifique à la

région connue est utilisée.

Dans le cadre de notre étude, cette technique nous a permis de déterminer les

sites d’insertions 3’ des événements de duplication génique. Pour l’amplification de

fragments de petite taille (inférieur à 2 kb), la technique de Tail-PCR classique décrite

par Liu et al. (1995) a été réalisée en utilisant la Taq DNApolymérase (Q-Biogene). Les

différents paramètres d’amplification utilisés sont indiqués dans le tableau 1A. Par con-

tre, pour l’amplification de fragments de grande taille (3 à 15kb), la technique de Long-

Range Tail-PCR décrite par Szabados et al. (2002) a été appliquée en utilisant la Long

Expand polymérase commercialisée par Roche et les conditions de réaction décrites

dans le tableau 1B.

8. DÉTERMINATION DE LA SÉQUENCE D’UN FRAGMENT D’ADN

Cette technique décrite par Sanger et al. (1977) fait intervenir la synthèse inter-

rompue d’ADN simple brin. À partir d’une amorce oligonucléotidique hybridée sur la

matrice d’ADN à séquencer, une ADN polymérase synthétise un brin complémentaire.

Cette synthèse est effectuée en présence des quatre 2’-désoxyribonucléoside-5’-

t r i p h o sphates (dAT P, dCTP, dGTPet dTTP) et des quatre 2’,3’-didésoxyribonucléoside-5’-

triphosphates (ddATP*, ddCTP*, ddGTP* ou ddTTP*) marqués chacun par un fluo-

rochrome distinct. L’ensemble est soumis à une succession de cycles de polymérisation au

cours desquels l’ADN polymérase peut, au niveau de chaque nucléotide de l’ADN matrice,

incorporer un désoxynucléotide ou un didésoxynucléotide. Dans le cas où elle incorpore un

désoxynucléotide, la synthèse peut continuer, dans le cas contraire elle s’arrête. Ce choix

étant aléatoire, chaque base de l’ADN matrice aura statistiquement vu un certain nombre

de fois l’incorporation d’un didésoxynucléotide, si bien que le milieu réactionnel contient

l’ensemble des molécules néosynthétisées possibles. Ces molécules sont ensuite dénaturées

puis par électrophorèse capillaire afin d’être séparées selon leur taille. On peut ainsi

r e c o nstituer la séquence en analysant la nature du fluorochrome terminant chacun de ces
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fragments néosynthétisés, du plus petit (premier nucléotide de la matrice) au plus grand

(dernier nucléotide de la matrice).

Le séquençage d’ADN a été effectué par la plate-forme technique de l’IBMP

(Institut de Biologie Moléculaire des Plantes) à l’aide d’un séquenceur automatique ABI

P R I S M® 3 7 3 X L (PE Applied Biosystems). Les réactions de séquençage ont été réalisées

en utilisant le kit PRISM AmpliTaq® FS Big Dye Terminator.

9. HYBRIDATION ADN/ADN (SOUTHERN, 1975)

L’hybridation ADN-ADN appliquée à des fragments séparés par électrophorèse

a été décrite initialement par Southern (1975) ; depuis, cette technique est couramment

appelée Southern blot ou Southern. Une expérience d’hybridation comporte deux

étapes : le transfert de l’ADN sur un support solide (généralement une membrane de

nylon ou de nitrocellulose) et l’hybridation proprement dite.

9.1. Transfert

Dans la technique du chromo-blot, le transfert de l’ADN localisé sur le gel vers

une membrane de nylon Hybond N+ (Amersham) est nécessaire. Un dispositif par l’in -

termédiaire du phénomène de capillarité permet de réaliser ce transfert. Mais avant

de procéder au transfert proprement dit, les molécules d’ADN présentes dans le gel

d ’ agarose sont soumises :

- à une dépurination par une solution HCl 0,25 M (pour fragmenter les molécules de

hauts poids moléculaires)

- et à une dénaturation de l’ADN double brin par une solution NaOH 0,5 M; NaCl 1,5M

Dans le cadre du transfert de molécules de hautes masses moléculaires (>200kb)

comme les chromosomes de S.cerevisiae, le transfert est réalisé avec du tampon de

dénaturation sur la nuit. La membrane est ensuite neutralisée avec une solution Tris-HCl

0 , 5 M pH 7,5; 1MNaCl. L’ADN est ensuite fixé par incubation à 80°C pendant 1 h e u r e .

9.2. Préparation d’une sonde froide

Cette technique présente l’avantage d’éviter l’utilisation de produits radioactifs.

Nous avons employé un kit de marquage aléatoire utilisant des dNTP marqués à la

digoxigénine (DIG Labeling and Detecting Kit, Roche). Le protocole utilisé est celui décrit

par le fournisseur. Après précipitation alcoolique, le culot d’ADN marqué est repris dans

50 µl d’eau puis testé suivant le protocole indiqué.
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9.3. Hybridation et lavages

La préhybridation se fait pendant une heure à 68°C dans du tampon d’hybrida-

tion (12,5ml de SSC 20fois concentré; 100µl de SDS 10 % ; 0,5 g de réactif bloquant ;

50 mg de N-lauryl sarcosine). L’hybridation se fait dans le même tampon, en présence

de la sonde dénaturée, à 68°C pendant une nuit.

Afin d’éliminer l’excès de sonde, la membrane est lavée deux fois dans tampon

2xSSC ; SDS 1 % à température ambiante puis deux fois dans du tampon 0,1xSSC ;

SDS 1 % à 68°C sous agitation douce.

9.4. Révélation au NBT/BCIP

Toutes les étapes se déroulent à température ambiante. La membrane est équili-

brée pendant 1 min dans du tampon de lavage (Tris-HCl 100 mM pH 7,5 ; NaCl

150mM), puis incubée durant 30min dans un tampon de saturation (Tris-HCl 100mM

pH 7,5 ; NaCl 150mM ; lait en poudre 1/2écrémé 5%) permettant de saturer les sites

aspécifiques aux anticorps anti-DIG-AP. Elle est enfin placée dans un milieu de tampon

de saturation (20 ml pour une membrane de 100 c m2) additionné d’anticorps

(150mU/ml final) pendant 30min. Elle est ensuite lavée deux fois pendant 15 min dans

le tampon de lavage, puis équilibrée 2 min dans la solution de révélation (Tris-HCl

100 mM pH 9,5 ; NaCl 100 mM ; MgCl2 50 mM). Elle est finalement placée à l’obs-

curité dans 5 ml de cette même solution additionnée de NBT/BCIP, jusqu’à apparition

de la coloration (en général de 2 à 16 heures). La révélation au CDP-Star se fait dans

les mêmes conditions, le NBT/BCIPétant remplacé par ce substrat pour la révélation et

la membrane étant exposée à l’obscurité contre un film d’autoradiographie.

10. HYBRIDATION GÉNOMIQUE COMPARATIVE SUR PUCE À ADN

La technique de la CGH (Comparative Genomic Hybridization) permet de

détecter les variations du nombre de copies d’ADN telles que les duplications et les

délétions de régions chromosomiques associées à des pathologies du développement ou

à des cancers. Dans la CGH classique (Kallioniemi et al., 1994), les ADN génomiques

d’un échantillon à tester (tissu tumoral) et d’un témoin de référence (tissu normal) sont

extraits, marqués par les colorants fluorescents et hybridés sur un étalement de chromo-

somes métaphasiques, afin de permettre l’observation de remaniements chromo-

somiques.
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L’hybridation sur des puces à ADN représentant des portions connues du

génome (appelées couramment « CGH-array ») a permis, ces dernières années, de car-

tographier les réarrangements génomiques avec une résolution beaucoup plus élevée

(Pollack et al., 1999; Pinkel et al., 1998). Cette approche a été utilisée avec succès dans

des études fondamentales chez la levure telles que :

- l’analyse de la distribution et de la dynamique d’activation des origines de réplication

(Raghuraman et al., 2001),

- la caractérisation des réarrangements génomiques au cours de l’évolution de souches

de levure soumises à une forte pression de sélection (Dunham et al., 2002).

Au cours de notre étude, les expériences d’hybridation génomique comparative

sur puces à ADN ont été réalisées par la plateforme Affymetrix du Génopole Alsace-

Lorraine (IGBMC Illkirch, France).

10.1. Puces à ADN utilisées

Les puces à ADN utilisées correspondent au GeneChip‚ Yeast Genome S98

Array commercialisé par Affymetrix. Ce sont des puces à oligonucléotides courts (20-

25 mers) synthétisés in situ . Environ 6 400 ORFs de la levure S a c c h a romyces cere -

v i s iae sont représentées sur cette puce.

10.2. Extraction de l’ADN génomique

L’extraction d’ADN des souches de levure analysées a été réalisée grâce au kit

Qiagen Genomic-Tip 100/G. Le protocole utilisé est celui décrit par le fournisseur.

La concentration d’une solution d’ADN a été estimée par la mesure de l’absorbance

à 260 nm sur le BioPhotometer (Eppendorf), une unité d’absorbance correspondant à

50µg/ml d’ADN bicaténaire. Le calcul du rapport des absorbances à 260nm et 280nm

permet d’estimer la pureté de la solution (absence de protéines), ce rapport devant être

compris entre 1,8 et 2.

10.3. Marquage de l’ADN par amorçage aléatoire

Les ADNs extraits ont été soumis à un marquage fluorescent à la biotine-

s t r e ptavidine à l’aide du kit BioPrime DNALabeling System (Invitrogen).

Le marquage est réalisée selon la technique d’amorçage aléatoire (random priming):

en présence de dAT P, dGTP, dUTPet biotine-14 - dCTP, la polymérase de Klenow synthé-

tise de l’ADN double brin marqué à la biotine en utilisant comme matrice l’ADN de la
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région à marquer et comme amorce un mélange d’hexanucléotides.

500ng d’ADN linéaire sont dénaturés par chauffage à 95°C pendant 10minutes,

puis incubés dans la glace pendant 5minutes. Dans un volume final de 50µl, on ajoute

les différents composants du kit : 20 µl du mélange d’hexanucléotides, 5 µl de dNTP

marqués et 1 µl de l’enzyme de Klenow (2 unités). La polymérisation est réalisée au

cours d’une incubation à 37°C pendant 4 heures. La réaction est arrêtée par addition de

5 µl de tampon d’arrêt. L’ADN marqué est ensuite purifié par précipitation à -20°C en

présence de 1/10 de volume d’acétate de sodium 3M et 2,5 volumes d’éthanol absolu.

Le culot est lavé à l’éthanol 70 % et remis en solution dans 55 µl de TE.

10.4. Hybridation et lavages

La sonde marquée est incorporée dans 200µl de milieu d’hybridation (0,005 %

Triton X100, 6X SSPE) puis dénaturée par chauffage à 95°C et incubée dans la glace.

Pendant ce temps, les puces à ADN sont préhybridées dans le tanpom 6X SSPE. Pour

l’hybridation, le tampon de préhybridation est remplacé par 200 µl de tampon d’hybri -

dation à 68°C contenant la sonde dénaturée. Les puces sont incubées pendant 2 heures

à 42°C sous rotation (60 rpm).

10.5. Lavage et coloration

Les lames sont par la suite lavées avec la station de lavage Affymetrix. Les

20 premiers lavages sont réalisés dans un tampon non stringent (6X SSPE, 0,01 %

Tween 20) à 25°C. Alors que les 40lavages suivants sont réalisés dans un tanpom strin-

gent (10 mM MES, 1MNA+, 0,01 % Tween 20) à 50%.

Une fois lavées, les puces sont colorées dans une première solution (Tampon de

coloration Affymetrix, BSAacétylée 2 mg/ml, Streptavidine phycoérythrine 10 µg/ml)

puis dans une deuxième solution (Tampon de coloration Affymetrix, BSA acétylée

2 mg/ml, IgG 0,1 mg/ml, Anticorps anti-streptavidine biotynylé 3 µg/ml) pendant

10 min à 25°C.

10.6. Scanning et analyse des données

Finalement, chaque puce est scannée deux fois avec le scanner GeneArray

(Agilent Technologies). L’image finale correspond à la moyenne des 2 passages au

scanner. L’intensité de l’hybridation mesurée pour chaque ORF est proportionnelle au

nombre de copies dans une souche donnée.
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Dans notre étude, cette technique a permis de détecter le changement du nombre

de copies de gènes (délétion ou duplication) des révertants par rapport à la souche

ancestrale ayant permis de les sélectionner. En effet, pour une ORF donnée, si le ratio

de l’intensité du signal observé pour le révertant haploïde par rapport à celui observé

pour la souche ancestrale est de 1 alors une seule copie est présente dans les deux

s o u c hes. Par contre, si le ratio est de 2 ou de 1/2alors cela signifie que le révertant pos-

sède respectivement une copie dupliquée ou une copie délétée de l’ORF concernée.

Pour la simplification de la représentation graphique, les résultats ont été mis sous la

forme du log2 du ratio. En effet, les log2 de 2 (duplication), 1/2 (délétion) et 1 (aucun

changement) sont égaux à 1, –1 et 0.

11. INFORMATIQUE

La recherche de séquences d’acides nucléiques ou de protéines par similitude

dans les banques de séquences sur Internet (EMBL, Genbank ou Swiss-Prot, par exem-

ple) a été réalisée à l’aide des programmes BLAST (Altschul et al., 1990) ou FASTA

(Pearson and Lipman, 1988). Ces programmes utilisent une matrice de valeurs de substi-

tution d’acides aminés ou de nucléotides (BLOSUM ou PAM, par exemple).

L’analyse et les comparaisons de séquences nucléotidiques ont été réalisées à

l’aide du logiciel DNAStriderTM 1.3.

Les banques de données utilisées sont :

- SGDTM (Saccharomyces Genome Database, Stanford, USA)

http://genome-www.stanford.edu/Saccharomyces/

- GenBank (NCBI, Bethesda, Maryland, USA)

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

- Génolevures

http://cbi.labri.fr/Genolevures/

- MIT(Massachusetts Institute of Technology)

http://www.broad.mit.edu/annotation/fungi/comp_yeasts/

- Saccharomyces Genome Sequencing at the GSC (Genome Sequencing Center,

St. Louis, USA)

http://www.genome.wustl.edu/projects/yeast/

- AGD (Ashbya Genome database, Suisse)

http://agd.unibas.ch/
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RÉSUMÉ

Ces dernières années, le séquençage systématique d’un certain nombre d’or -

g a nismes a permis de mettre en évidence l’importance quantitative des séquences

dupliquées au sein des génomes. Malheureusement, leur analyse ne permet pas d’accéder

aux mécanismes qui sont impliqués dans la genèse de tels événements. C’est pourquoi,

il est nécessaire d’élaborer des cribles de sélection permettant d’isoler puis d’analyser

de tels remaniements. Au laboratoire, nous possédons un tel système, basé sur un allèle

mutant du gène URA2, permettant la sélection positive et spontanée de remaniements

chromosomiques dont des duplications. Ce système a permis la sélection de 8 révertants

haploïdes qui possèdent une duplication d’une partie du gène URA2. Afin de caractériser

plus finement sur le plan moléculaire les remaniements sélectionnés, nous avons entre -

pris la détermination de 2 caractéristiques importantes: la localisation chromosomique

et la taille des régions dupliquées. Les résultats montrent que la copie dupliquée peut

s’insérer aussi bien sur le chromosome X porteur de l’allèle mutant ura2 15-30-72 que

sur un autre chromosome. La détermination de la taille des régions dupliquées par une

stratégie de marche sur le chromosome met en évidence deux types d’événements de

duplication. Chez 4 révertants, la duplication est limitée à une partie du gène URA2

et constitue de la duplication génique. Par contre, chez les 4 a u t res révertants, l’événement

c o rrespond à un segment englobant la séquence codant le domaine ATCase ainsi qu’une

série de gènes contigus et constitue de la duplication segmentale.

1 SY S T È M E D E S É L E C T I O N E T C A R A C T É R I S AT I O N

M O L É C U L A I R E D E S D U P L I C AT I O N S



INTRODUCTION

Depuis la fin des années 90, l’étude de l’évolution des génomes a pu être abordée

de manière différente grâce aux programmes de séquençage systématique d’un certain

nombre d’organismes. L’analyse de ces séquences met en évidence l’importance quantita-

tive des séquences d’ADN dupliquées au sein des génomes. En effet, tous les org a nismes

séquencés à ce jour montrent des traces de duplications ancestrales ou récentes (Rubin

et al., 2000). Ces observations suggèrent fortement que les événements de duplication

ont un rôle clé dans l’évolution moléculaire.

Chez Saccharomyces cerevisiae, l’analyse de la séquence complète du génome

a révélé la présence de blocs de duplication qualifiées de « f o s s i l e s », c’est-à-dire

c o rrespondant aux traces d’un événement de duplication ancestrale. Deux théories ont

été proposées pour expliquer cette redondance de séquences. Wolfe et al. (1997) ont

émis l’hypothèse qu’il se serait produit une duplication totale du génome, très ancienne,

s u i vie d’événements de translocations et de délétions de certains fragments chromo-

somiques. Au contraire, Llorente et al. (2000) et Kozsul etal. (2004) proposent qu’une

série d’événements indépendants de duplication localisés dans différentes régions du

génome se serait déroulée au cours de l’évolution menant à la situation actuelle. Les

données du séquençage récent des levures Kluyveromyces waltii et Ashbya gossypii ont

permis de confirmer sans ambiguïté que les blocs de duplication présents chez

Saccharomyces cerevisiae sont issus d’une duplication complète de son génome (Kellis

et al ., 2004 ; Dietrich et al ., 2004). En effet, la comparaison de ces 2 espèces avec S.

cerevisiae permet d’analyser la situation avant et après la duplication complète du

génome. L’analyse montre que deux segments dupliqués et mosaïques formant un bloc

de duplication chez S. cerevisiae correspondent effectivement à une région unique chez

K. waltii et A. gossypii.

Cependant, toutes les séquences d’ADN dupliquées dans le génome d e

Saccharomyces cerevisiae ne sont pas issues de l’événement de polyploïdie. Il existe

notamment des gènes paralogues n’appartenant pas à un bloc « fossile» de duplication

comme par exemple les gènes H X T codant les transporteurs d’hexoses. De plus,

e x p é r imentalement, il a été mis en évidence qu’une duplication peut concerner un seul

gène mais aussi un segment en portant plusieurs, un bras ou encore un chromosome
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entier. L’apparition de ces gènes implique donc d’autres processus, différents d’une

duplication complète de génome. Contrairement à cette dernière, les autres duplications

sont beaucoup plus difficiles à détecter au sein des génomes séquencés. Par exemple, la

copie dupliquée d’un gène est souvent effacée par l’accumulation de mutations

ponctuelles qui peuvent la rendre indétectable. Ainsi, une duplication de gènes ou de

segments ne portent plus forcément les « cicatrices » du remaniement ayant conduit à

sa formation dans les génomes. L’analyse de ces séquences ne permet donc pas de pro -

poser des modèles quant aux mécanismes impliqués dans de tels réarrangements chro-

mosomiques.

C’est pourquoi, l’identification des mécanismes responsables de ces

remaniements génomiques nécessite de disposer d’un système expérimental performant

qui permet de les isoler facilement. Dans un premier temps, un tel outil permet

d’analyser des événements de duplication récents ayant encore les « cicatrices » du

remaniement et de proposer des hypothèses de mécanismes impliqués dans leur forma-

tion. Dans un deuxième temps, ces hypothèses peuvent être vérifiées par une sélection

de nouveaux remaniements dans un contexte affectant les mécanismes proposés.

1. LE SYSTÈME DE SÉLECTION

Au laboratoire, nous possédons un système génétique permettant la sélection

positive de réarrangements chromosomiques chez S a c c h a romyces cere v i s i a e. Ce

s y stème est basé sur l’utilisation d’un allèle mutant particulier du gène URA2. Situé sur

le chromosome X, ce gène code une protéine multifonctionnelle de 2214 acides aminés,

intervenant dans les deux premières étapes de la voie de biosynthèse des nucléotides

pyrimidiques (Fig.1.1). Cette protéine est constituée, à partir de l’extrémité N-terminale,

d’un domaine actif GATase-CPSase (glutamine amidotransférase – carbamylphosphate

synthétase), d’un domaine cryptique DHOase-like et d’un domaine actif ATCase (aspar-

tate transcarbamylase).

L’allèle mutant ura2 15-30-72 utilisé pour les sélections porte deux mutations

non-sens dans la région codant le domaine GATase et une insertion d’un nucléotide

provoquant un décalage de la phase de lecture dans la région codant le domaine CPSase

(Fig.1.2). Bien que la séquence ATCase soit sauvage dans une telle souche, ce domaine

SYSTÈMEDESÉLECTIONETCARACTÉRISATIONMOLÉCULAIREDESDUPLICATIONS



SYSTÈMEDESÉLECTIONETCARACTÉRISATIONMOLÉCULAIREDESDUPLICATIONS 76

FIGURE 1.1 – Le gène URA2 (A) et les étapes de la voie de biosynthèse de novo des nucléotides pyrimidiques (B).
GATase: glutamine amidotransférase; CPSase : carbamyl-phosphate synthétase ;
DHOase-like: dihydroorotase-like ; ATCase : aspartate transcarbamylase.
Les chiffres indiquent les coordonnées du gène URA2 (YJL130c) sur le chromosome X de la souche S288C.
CPA1 et CPA2 sont les deux gènes qui assurent la synthèse du carbamylphosphate dans la chaîne de biosynthèse
de l’arginine. 
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n’est pas actif en raison de la présence des trois mutations situées en amont. En effet,

ces mutations conduisent à l’arrêt prématuré de la traduction de la protéine Ura2p. De

plus, il n’y a pas de possibilité d’initiation interne de la transcription ou de la traduction

permettant de contourner cet obstacle. Par contre, la fonction CPSase est complémen-

tée par l’activité CPSase intervenant dans la voie de biosynthèse de l’arginine. Ce

mutant ura2 15-30-72 est donc de phénotype CPSase+ ATCase- ce qui le rend auxotro-

phe pour l’uracile (Ura-). Dans un tel contexte, tous les événements conduisant à la

réactivation fonctionnelle du domaine ATCase rendent la souche prototrophe pour

l ’ uracile (Ura+). La présence de trois mutations ponctuelles rend négligeable la proba-

bilité de trois réversions spontanées.

La souche haploïde ura2 15-30-72 a été utilisée pour la sélection de révertants

spontanés Ura+ capables de se développer sur milieu minimun, contrairement à la

souche de départ. La fréquence d’obtention de ces révertants est faible et peut être

estimée à 10-9 (Roelants, 1996). L’analyse de ces révertants, par les techniques d’hybri-

dation de type Southern et de PCR, a permis d’identifier trois types d’événements

p o uvant mener à la réactivation fonctionnelle du domaine ATCase (Fig. 1.2) :

- l’insertion d’un rétrotransposon Ty1 dans la phase codante du gène URA2 (Roelants

et al. , 1995) : un rétrotransposon Ty1 peut s’insérer au niveau de la région codant la

s e conde moitié de la CPSase. Cet élément est capable d’initier la transcription à partir

de la séquence ∂ orientée en sens inverse par rapport à la région codant le domaine

ATCase.

- la délétion de la région du gène URA2 contenant les trois mutations ponctuelles

(Welcker et al ., 2000) : la délétion de la région portant les 3 mutations permet à la

séquence codant le domaine ATCase d’avoir un promoteur conduisant à sa transcription

suivie de sa traduction.

- la duplication de la région codant le domaine ATCase suivie de sa fusion en aval

d’une séquence promotrice.

Notre étude s’est focalisée sur les révertants dans lesquels la réversion phénotypique

est due à une duplication. Cet événement de duplication correspond à la formation d’une
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FIGURE 1.2 –Allèle mutant ura2 15-30-72 (A) et types d'événements identifiés pouvant mener à la récativation
fonctionnelle du domaine ATCase (B).
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copie dupliquée de la région codant le domaine ATCase suivie de son insertion ailleurs

dans le génome. Dans notre système de sélection, les événements de duplication doivent

permettre l’expression du domaine ATCase. Cette insertion peut potentiellement se

réaliser soit dans une région intergénique, soit dans une phase ouverte de lecture. Si la

copie s’insère dans un gène, 2 conditions doivent être respectées. La sélection étant

r é a lisée au niveau haploïde, l’insertion ne doit pas interrompre un gène essentiel ni

provoquer une auxotrophie. De plus, elle doit se faire de telle manière que la fusion

entre le gène receveur et la région ATCase soit en phase. Si la copie s’insère dans une

région intergénique, cette dernière doit comporter des séquences permettant l’expres-

sion de l’ADN dupliquée.

2. CARACTÉRISATION MOLÉCULAIRE DES DUPLICATIONS

Le système de sélection positive basé sur l’utilisation de l’allèle mutant du gène

URA2 a permis d’isoler 44 révertants spontanés portant l’un des remaniements

génomiques mentionnés précédemment : insertions de Ty1, délétions ou duplications

(Roelants et al. , 1996). Parmi ces souches, 8 révertants ont été identifiés comme por-

teurs d’une duplication. Ces remaniements ont été caractérisés grâce à une analyse du

profil de restriction BamHI du locus URA2. La relation entre l’événement de duplica-

tion et la réversion phénotypique a été vérifiée par une analyse génétique.

2.1. Analyse du profil de restriction BamHI au locus URA2

Une analyse du profil de restriction du locus URA2 a été réalisée sur les 8 réver-

tants sélectionnés. L’ADN génomique de ces souches a été digéré par l’enzyme de

restriction BamHI puis hybridé avec une sonde correspondant à la région codant le

domaine ATCase. Pour la souche ura2 15-30-72 ayant permis de sélectionner ces réver-

tants, l’hybridation révèle une seule bande de 6,8 kb qui correspond au locus URA2. Par

contre, l’hybridation de l’ADN génomique des 8révertants révèle un profil de restriction

BamHI différent de celui de la souche ura2 15-30-72 (Fig. 1.3). Ce profil est constitué

de deux bandes : l’une de 6,8 kb correspondant au locus U R A 2 et l’autre de taille

v a r iable correspondant à la partie dupliquée qui s’est insérée dans une région différente

du génome et qui se caractérise par un environnement BamHI différent.
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2.2. Analyse génétique

Afin de vérifier le lien entre la réversion phénotypique et la présence de la copie

dupliquée, nous avons croisé les 8 révertants avec la souche ura2 15-30-72 et réalisé

une analyse des tétrades après sporulation.

Après sporulation des diploïdes issus des croisements précédents, quatre types

de spores peuvent théoriquement être obtenus (Fig. 1.4) :

- deux spores de type parental, l’une de phénotype Ura+ et l’autre de phénotype Ura - ;

- deux spores de type recombiné, l’une de phénotype Ura+ et l’autre de phénotype

U r a-.

L’analyse des tétrades disséquées après sporulation montre bien une ségrégation

de type 2 Ura+ / 2 Ura- pour les révertants analysés. Une analyse du profil de restriction

BamHI, comme décrit précédemment, met en évidence que les spores Ura+ sont effec-

tivement porteuses d’une duplication alors que les spores Ura- ne le sont pas. Ces don -

nées montrent que la duplication de la région codant l’ATCase est bien à l’origine de la

réversion phénotypique.

FIGURE 1.3 –Exemple de profil de re s t r i c t i o n
BamHI dans le cas d'un événement de duplica-
t i o n .
Hybridation de l'ADN génomique digéré par
l'enzyme de restriction BamHI avec une sonde
spécifique de la séquence codant le domaine
ATCase.
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FIGURE 1.4 –Ségrégation observée dans le croisement d'un révertant par la souche ura2 15-30-72.



3. LOCALISATION CHROMOSOMIQUE ET ESTIMATION DE LA TAILLE DE L’ÉLÉ-
MENT DUPLIQUÉ

L’identification du mécanisme ayant conduit à ces duplications nécessite dans

une première étape de caractériser plus précisément les régions dupliquées. Nous nous

sommes intéressés à deux caractéristiques moléculaires importantes pouvant donner des

informations sur le type de duplications sélectionnées : la localisation chromosomique

et la taille des éléments dupliqués.

Les séquences dupliquées peuvent être insérées sur le chromosome X porteur de la

copie originelle ou sur un autre chromosome. Ces duplications sont qualifiées r e s p e ctive-

ment d’intrachomosomique et d’interchromosomique.

La duplication de séquence d’ADN peut se faire par plusieurs processus bien

distincts: la duplication de gène, de segment, de bras de chromosome (Sankoff, 2001).

Il est très difficile d’envisager qu’un seul et unique mécanisme conduise à la fois à ces

différents types de duplications. À l’heure actuelle, les différentes duplications décrites

dans la littérature sont classées en fonction de leur taille, étant donné qu’une classifica-

tion basée sur les mécanismes impliqués n’est pas possible. La mise en évidence de la

taille de la duplication est donc une caractéristique essentielle permettant de les dif-

férencier. Dans notre système, deux hypothèses peuvent être envisagées. La première

serait que la duplication soit limitée à la séquence du gène URA2 et aurait donc une

taille d’environ 3 kb. La seconde impliquerait la duplication d’un fragment plus grand

pouvant englober la région codant l’ATCase ainsi que des gènes contigus qui seraient

par conséquent codupliqués.

3.1. Localisation chromosomique des régions dupliquées

La première caractéristique à laquelle nous nous sommes intéressés est la

d é t e rmination du chromosome porteur de la séquence dupliquée. La séparation des

chromosomes des 8 révertants par électrophorèse en champs alternés suivie d’une

hybridation de type Southern a permis de déterminer la localisation des régions

dupliquées (Fig. 1.5A).
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FIGURE 1.5 – Analyse du caryotype des révertants haploïdes porteurs d'un événement de duplication.
(A) Migration des chromosomes par électrophorèse en champs alternés et coloration au BET.
(B) Hybridation ADN/ADN de type Southern avec une sonde spécifique de la séquence codant le domaine ATCase.

TABLEAU 1.1 –Localisation chromosomique des régions dupliquées présentes chez les 8 révertants spontanés.



L’hybridation des chromosomes a été réalisée avec une sonde correspondant à la région

codant l’ATCase. Dans le cas de 4 souches (Rev 25, Rev 37 Rev 45 et Rev 52), l’hybri-

dation révèle le chromosome X porteur de l’allèle URA2 mutant ainsi qu’un autre chro-

mosome porteur de la copie dupliquée (Fig. 1.5B). Le remaniement observé dans ces

4 révertants correspond donc à une duplication interchromosomique localisée sur un

autre chromosome que celui portant l’allèle mutant ura2 15-30-72 (Tableau 1.1). La

détermination précise du chromosome n’est pas évidente à déterminer car certains chro-

mosomes, de taille voisine, comigrent lors de leur séparation par électrophorèse en

champs alternés. Pour les 4 autres révertants (Rev 9, Rev 27, Rev 46 et Rev 56), l’hy-

bridation du caryotype ne révèle qu’un seul chromosome indiquant que l’événement

correspond à une duplication intrachromosomique sur le chromosome X (Fig. 1.5B).

L’analyse de ces résultats montre donc que la copie dupliquée peut s’insérer

aussi bien sur le chromosome X porteur de l’allèle mutant ura2 15-30-72 que sur un

autre chromosome.

De plus, l’hybridation des chromosomes avec la sonde ATCase montre égale-

ment une augmentation de la taille du chromosome X porteur de l’élément dupliqué

chez les révertants Rev 27 et Rev 46. Cette augmentation de taille peut être estimé à

environ 20 kb pour Rev 27 et environ 100 kb pour Rev 46 par comparaison avec la

souche de référence ura2 15-30-72.

3.2. Estimation de la taille des régions dupliquées

Comme mentionnées précédemment, deux hypothèses peuvent être envisagées

quant à la taille des éléments dupliqués. La première serait que la duplication soit limitée

à la séquence du gène URA2 et aurait donc une taille d’environ 3 kb. La seconde impli-

querait la duplication d’un fragment plus grand pouvant englober la région codant

l’ATCase ainsi que des gènes contigus.

Pour déterminer la taille des séquences dupliquées présents chez les 8 révertants,

nous avons développé une stratégie de marche sur le chromosome par hybridation de type

Southern en utilisant une série de sondes correspondant aux gènes adjacents au locus

U R A 2. Par une telle procédure, si l’événement a conduit à une duplication génique, la

sonde correspondant à la région ATCase sera la seule à révéler le chromosome porteur de

la duplication. Par contre, si l’événement correspond à la duplication d’un segment
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englobant un ou plusieurs gènes contigus au locus U R A 2, alors les sondes correspondant à

ces gènes vont également permettre de révéler le chromosome porteur de la duplication.

3.2.1. Événements de duplication interchromosomique

Pour 4 souches (Rev 25, Rev 37, Rev 45 et Rev 52) porteuses d’une duplication

interchromosomique, la marche sur le chromosome a été réalisée par hybridation de type

Southern directement sur les chromosomes séparés par électrophorèse en champs alternés.

Pour 3 souches (Rev 25, Rev 37, Rev 45), deux sondes spécifiques des ORFs

YJL131c et YJL132w (MRS3), localisées respectivement à 0,375 kb et 4,16 kb en aval

du gène URA2 (YJL130c), ont été testées. L’hybridation des caryotypes avec ces son-

des ne révèle plus le chromosome porteur de la duplication mais uniquement le chro-

mosome X porteur de l’allèle ura2 15-30-72 (Fig. 1.6A). 
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FIGURE 1.6 – M a rche par hybridation de type Southern directement sur les chromosomes séparés par élec-
t rophorèse en champs alternés.
(A) Carte chromosomique de la région située en aval du gène URA2.
(B) Hybridation des chromosomes avec une sonde spécifique des ORFs situées en aval du gène URA2.



Ces résultats indiquent que seule la partie du gène URA2 englobant le domaine ATCase

est dupliquée.

Pour le révertant Rev 52, l’hybridation du caryotype en utilisant une série de

sondes spécifiques de chacunes des ORFs située entre l’ORF YJL130c et YJL137c,

montre le chromosome X porteur de l’allèle URA2 mutant et le chromosome XI porteur

de la copie dupliquée (Fig. 1.6B). Par contre, l’hybridation du caryotype avec une sonde

spécifique de l’ORF YJL138w ne révèle plus que le chromosome X (Fig. 1.6B). Ces

résultats indiquent clairement qu’un segment d’environ 10 kb couvrant la région com-

prise entre les ORFs YJL130c à YJL137c s’est dupliquée chez le révertant Rev 52.

3.2.2. Événements de duplication intrachromosomique

Pour les 4 révertants: Rev 9, Rev 27, Rev 46 et Rev 56, les copies résidentes et

dupliquées sont localisées soit sur le chromosome X, soit sur deux chromsomes diff é r e n t s

(chromosome X et un autre) qui comigrent. Une marche directe sur les chromosomes par

hybridation de type Southern n’est donc pas envisageable car les copies originelles et

dupliquées ne peuvent être séparées par électrophorèse en champs alternés. Dans ce cas,

la marche sur le chromosome a alors été réalisée sur l’ADN génomique par l’analyse de

profils de restriction.

3.2.2.1. Marche sur le fragment de restriction BamHI du locus URA2

Pour ces révertants, une marche a été réalisée sur le fragment de restriction

B a mHI du locus URA2 (Fig. 1.7A). Ce fragment de restriction révélé par une sonde

s p écifique de l’ATCase contient en plus du gène URA2, la partie 5’de l’ORF YJL131c

ainsi que la région intergénique localisée entre ces 2 ORFs. Si le segment dupliqué se

limite au gène URA2, une hybridation avec une sonde spécifique de la région

intergénique révèlera uniquement le fragment de 6,8 kb. Par contre si la duplication va

au-delà de cette région, cette même sonde révèlera le même profil que la sonde ATCase :

une bande de 6,8 kb correspondant au locus U R A 2 et une autre de taille variable cor-

r espondant à la partie dupliquée.
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FIGURE 1.7 – Stratégie de marche sur le fragment de restriction BamHI du locus URA2.
(A) Exemple théorique de carte de restiction BamHI de la région environnant la copie originelle et dupliquée.
(B) Hybridation de l'ADN génomique digéré par l'enzyme BamHI avec une sonde spécifique de la région
intergénique située entre les ORFs YJL130c et YJL131c.



Pour la souche Rev 56, le profil d’hybridation avec la sonde intergénique est

constitué d’un fragment unique de 6,8 kb montrant ainsi que dans cette souche, la

duplication est limitée à la région ATCase (Fig. 1.7B).

Par contre pour les 3 révertants restants (Rev 9, Rev 27, Rev 46), le profil

obtenu avec la sonde ATCase et intergénique sont identiques montrant que dans ces

révertants la duplication ne se limite pas au gène U R A 2.

3.2.2.2. Marche sur les fragments de restriction BamHI suivants

Pour ces 3révertants (Rev 9, Rev 27, Rev 46), la caractérisation exacte de la taille

de la région dupliquée nécessite de marcher sur les fragments de restriction B a mHI contigus

à celui portant le gène U R A 2. La mise en œuvre de cette stratégie n’est pas aussi évidente.

Le segment dupliqué est inséré dans un environnement BamHI différent. Le site

BamHI localisé en amont de l’élément dupliqué va conduire à un fragment ayant une

taille différente par rapport à celui du locus initial. Il en est de même du site situé en

aval de l’élément dupliqué (Fig. 1.8A). Une hybridation de type Southern de l’ADN

génomique digéré par l’enzyme BamHI avec les sondes spécifiques à ces 2 fragments

va donc révéler deux bandes. Par contre, les fragments BamHI situés à l’intérieur de

l’élément dupliqué conservent leur taille car les sites de restriction sont invariants.

L’hybridation de l’ADN génomique avec une sonde spécifique de ces fragments va

donc révéler une seule bande.

Chez les 3 révertants, une hybridation du fragment BamHI suivant avec une

sonde spécifique de l’ORF YJL132w a été réalisée (Fig. 1.8B). Pour le révertant Rev 9,

le profil de restriction révèle deux bande indiquant que le site B a mHI situé en 3’ e s t

v a r iant par rapport à la copie originelle. La région dupliquée présente chez ce révertant

a donc une taille inférieure ou égale à 6kb. Par contre, chez les révertants Rev 27 et Rev

46, le profil de restriction révèle une seule bande indiquant que l’ensemble du fragment

BamHI est encore dupliqué. Ces données indiquent donc que la région dupliquée

présente dans ces 2 révertants à une taille supérieure à 6 kb.

Pour avoir une taille plus précise, il faudrait continuer à marcher de fragment de

restriction en fragment de restriction jusqu’au rétablissement d’un profil à deux bandes

indiquant la fin de la région dupliquée. Néanmoins, cette stratégie est laborieuse ce qui nous

a conduit à envisager une autre approche décrite dans le chapitre III.
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FIGURE 1.8 – Stratégie de marche sur les fragments de restriction BamHI contigus au locus URA2.
(A) Exemple théorique de carte de restiction BamHI de la région environnant la copie originelle et dupliquée.
(B) Hybridation de l'ADN génomique digéré par l'enzyme BamHI avec une sonde spécifique de l'ORF YJL132w.



CONCLUSION

Les résultats décrits dans ce chapitre montrent que la copie dupliquée de la

région codant l’ATCase peut s’insérer aussi bien sur le chromosome X porteur de l’al-

lèle mutant ura2 15-30-72 que sur un autre chromosome. De plus, l’estimation de la

taille des séquences dupliquées a permis de mettre en évidence deux types de duplica-

tion parmi les 8 révertants. Chez 4 souches (Rev 25, Rev 37, Rev 45 et Rev 56), la dupli-

cation est limitée à une partie du gène URA2 et peut alors être considérée comme de la

duplication génique. Par contre, chez les 4 autres révertants (Rev 9, Rev 27, Rev 46 et

Rev 52), la duplication correspond à un segment englobant la séquence codant le domai-

ne ATCase ainsi qu’une série de gènes contigus. Ces remaniements constituent de la

duplication segmentale.

Ces réarrangements chromosomiques constituent la première preuve expéri-

m e ntale que la duplication d’une séquence d’ADN donnée dans une cellule haploïde de

Saccharomyces cerevisiae peut se faire par au moins deux types de remaniements bien

distincts : la duplication génique ou la duplication segmentale.

Il est difficile de concevoir qu’un mécanisme unique puisse conduire à la forma-

tion de ces deux types de réarrangement. C’est dans cette optique que la caractérisation

moléculaire des révertants porteurs d’une duplication génique (chapitre II) sera abordée

indépendamment de celle des révertants porteurs d’une duplication segmentale

(chapitre III).
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RÉSUMÉ

Le système de sélection basé sur un allèle mutant du gène URA2 a permis

d’isoler 8 souches présentant un événement de duplication. Chez 4 révert a n t s

s é l e c t i o nnés, la duplication est limitée à une partie du gène URA2 et peut alors être

c o n s i déré comme de la duplication génique. Une analyse des sites d’insertion en amont

et en aval de la région dupliquée a été entreprise afin d’obtenir des re n s e i g n e m e n t s

sur les mécanismes impliqués dans ces réarrangements. Dans les 4 révertants, la région

dupliquée est généralement ponctuée en 3’par une séquence poly(A) et localisée entre

des séquences de rétrotransposons de type Ty1. La présence de la région poly(A) en 3’

de la copie dupliquée suggère fortement un mécanisme médié par la réverse trans -

c r i ption de l’ARNm correspondant. Chez Saccharomyces cerevisiae, le rétrotransposon

de type Ty1 est une source évidente d’activité de transcriptase inverse. Afin de tester le

rôle du rétrotransposon Ty1, 23 révertants portant un événement de duplication ont été

sélectionnés à partir d’une souche dans laquelle un élément Ty1 a été surexprimé. Dans

un tel contexte, la fréquence des duplications géniques ponctuées en 3’ par une

séquence poly(A) est considérablement augmentée. L’ensemble de ces résultats suggère

fortement que les événements de duplication sélectionnés sont issus d’un processus de

rétroposition.

2 DU P L I C AT I O N S G É N I Q U E S PA R R É T R O P O S I T I O N
E N P H A S E H A P L O Ï D E C H E Z SA C C H A R O M Y C E S
C E R E V I S I A E



INTRODUCTION

Les événements de duplication concernant un seul gène sont qualifiés de

d u p l ication génique. Suite au séquençage systématique de Saccharomyces cerevisiae, la

comparaison de l’ensemble des ORFs a permis de mettre en évidence les gènes

dupliqués (Tekaia and Dujon, 1999). Les résultats montrent que la majorité des familles

multigéniques comprennent seulement deux ou trois gènes et peu de familles de grande

taille sont observées. Ces familles couvrent approximativement 40 % des gènes de

Saccharomyces cerevisiae. On peut distinguer 2types de duplications géniques. Le pre-

mier type, majoritaire, correspond généralement à des familles dont les deux membres

sont dispersés aléatoirement sur l’ensemble des chromosomes. Le second type,

m i n o r itaire, correspond aux gènes issus de duplications en tandem.

Les mécanismes impliqués dans la duplication génique sont difficiles à mettre

en évidence. La nature de l’événement qui est à l’origine des duplications de séquences

n’est pas facile à établir, notamment lorsque la duplication est ancienne car les « cica-

trices» de cette origine sont souvent effacées. Deux mécanismes hypothétiques ont été

proposés pour expliquer la formation de duplications géniques: un crossing-over inégal

et un processus de rétroposition (Zhang et al., 2003). Cependant, à ce jour, aucun de ces

mécanismes n’a été confirmé expérimentalement.

La présence de duplications en tandem dans les génomes pourrait effectivement

être expliquée par des événements de crossing-over inégaux, mitotiques ou meïotiques

(Ohta, 1976; Smith, 1976). Ces événements consistent en une recombinaison ectopique

entre des séquences répétées, comme les rétrotransposons, localisées de part et d’autre

de la région dupliquée. Les duplications dispersées, quant à elles, pourraient être

expliquées par un processus de rétroposition. Cette hypothèse est issue de la découverte

dans la plupart des génomes eucaryotes de séquences appelées pseudogènes processés

(c’est-à-dire copies dupliquées ayant perdu leur intron). Ces séquences correspondent à

des copies ADNc de gènes qui ne codent plus de protéines fonctionnelles. Des études

ont montré que l’activité transcriptase inverse des rétrotransposons sans LTR de type

LINE est capable de rétrotranscrire des ARNm dont les produits forment des

pseudogènes chez les eucaryotes supérieurs (Esnault et al., 2000).

Dans les deux types de mécanismes, crossing-over inégal et rétroposition, les

rétrotransposons peuvent être impliqués structurellement en tant que séquences d’ADN

répétées ou fonctionnellement par l’intermédiaire de l’une de leurs activités.
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Les rétrotransposons sont des composants ubiquitaires des génomes eucaryotes.

Comme les rétrovirus, les rétrotransposons sont d’abord transcrits en une copie d’ARN,

qui est ensuite rétrotranscrite en un ADNc capable de s’intégrer à un nouvel emplace-

ment dans le génome (Boeke et al., 1985). Les rétrotransposons sont divisés en 2 classes,

basées sur la présence ou l’absence de LTRs (Long Terminal Repeat).

Les rétrotransposons ne possédant pas de séquences LTR ont été très larg e m e n t

étudiés chez les mammifères, comme par exemple les éléments LINE1 ou L1 (Long

Interspersed Nuclear Element) présents chez l’homme et la souris. Il y a environ 850000

éléments LINEs dans le génome humain ce qui représente environ 20% de la séquence

totale (IHGSC, 2001). Chaque élément mesure 6,1 kb et possède deux ORFs (cadre

ouvert de lecture), ORF1 et ORF2, codant respectivement une protéine de fonction

indéterminée et une protéine possédant un domaine endonucléase et transcriptase

inverse. Toutefois, il existe peu d’éléments entiers et actifs car la plupart sont tronqués

dans la région 5’ et ont une taille d’environ 0,8 kb. Les éléments SINE (Short

Interspersed Nuclear Element) font également partie des rétrotransposons dépourvus de

séquences LTR, mais ne codent pas de protéines. L’exemple le plus connu est constitué

par les éléments Alu, longs de 130 à 300 pb. Ils possèdent un promoteur interne pour

l’ARN polymérase III. Ils peuvent ainsi être transcrits et recrutés par le mécanisme de

rétrotransposition des éléments L1.

La seconde classe de rétrotransposons est flanquée de séquences en répétition

directe : les LTRs. Ces transposons avec LTR codent des protéines équivalant aux pro-

téines Gag et Pol des rétrovirus. Deux groupes bien distincts de rétrotransposons sont

retrouvés parmi les eucaryotes: les éléments Ty1-copia et Ty3-gypsy. Ces deux groupes

se distinguent par l’organisation des domaines de leur gène POL et la similarité de la

séquence codant la réverse transcriptase (Xiong and Eickbush, 1990). La levure

Saccharomyces cerevisiae est un modèle important pour l’étude des rétrotransposons

avec LTR. Chez S. cerevisiae, les rétrotransposons avec LTR sont les seuls éléments

transposables présents et se répartissent en 5 catégories (Ty1-Ty5). Dans la souche

S288C, dont la séquence complète du génome a été publiée en 1996 (Goffeau et al. ,

1996), un total de 331 éléments Ty ont été retrouvés (Tableau 2.1). Parmi ces éléments,

85 % correspondent à des séquences LTR ou à des fragments de séquences LT R .

Dans l’ensemble, les séquences des rétrotransposons constituent 3,1% du génome de

S. cere v i s i a e (Kim et al ., 1998).
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Les rétrotransposons Ty1 constituent les éléments transposables les plus abon-

dants chez S. cerevisiae avec 217 éléments dont 32 transposons Ty1 entiers. Ces rétro -

transposons ont une taille comprise entre 5 et 6 kb. Ils sont encadrés des séquences en

répétition directe (LTR) de 300 à 400 pb appelées séquence δ. La séquence comprise

entre les deux LTR présente deux cadres de lecture ouverts : TYA et TYB. TYA est

l’équivalent du gène GAG des rétrovirus et code les protéines de la nucléocapside. Chez

S. cerevisiae, l’assemblage des protéines TYA conduit à la formation de VLPs (virus-

like particles). TYB correspond au gène POL des rétrovirus et porte plusieurs activités

enzymatiques : protéase, réverse transcriptase, ribonucléase H et intégrase.

Les différentes étapes intracellulaires de la réplication et de l’insertion des rétro-

transposons sont semblables à celles observées chez les rétrovirus (Fig. 2.1). Les LTRs

possèdent les séquences nécessaires à l’initiation et la terminaison de la transcription.

L’ARNm obtenu par transcription des éléments Ty commence dans le LTR localisé en

5 ’ et s’achève dans le LTR localisé en 3’. L’ARNm, transporté dans le cytoplasme, permet

la synthèse des protéines TYA et TYB. Par ailleurs, il est rétrotranscrit en ADN complé-

mentaire dans les VLPs qui contiennent la réverse transcriptase et l’intégrase. Cette

dernière porte un signal de localisation nucléaire à son extrémité C-terminale (Kenna et

al., 1998 ; Moore et al ., 1998). Ceci permettrait à cette protéine et à l’ADNc d’entrer

dans le noyau de la cellule et de catalyser ainsi l’intégration de l’ADNc dans le génome

en provoquant des coupures simple brin décalées dans l’ADN génomique.
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La majorité des 32 éléments Ty1 endogènes complets semblent être compétents

pour la transposition (Kim et al., 1998). L’ARNm synthétisé à partir des éléments Ty1 et

Ty2 peut représenter, selon les conditions de croissance, jusqu’à 1 % de l’ARN total et

1 0 % des ARN polyadénylés dans des cellules haploïdes (Elder et al., 1983; Curcio e ta l .,

1990). Cependant, les protéines TYB ne sont pas abondantes (Curcio and Garfinkel,

1992), ce qui limite la rétrotranscription et entraîne un taux de transposition faible, de

l’ordre de 10- 5 à 10- 7 événements/cellule/génération (Curcio and Garfinkel, 1991).
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FIGURE 2.1 –Cycle réplicatif des éléments Ty.
Le fond gris délimite le noyau . L'ADN double brin est représenté par un rectangle épais et son ARN par un
rectangle mince.



Les rétrotransposons Ty1 peuvent également être à l’origine de remaniements

telles les inversions, translocations, délétions… Les séquences répétées sont, en

théorie, de très bons substrats pour la recombinaison homologue. Les rétrotransposons

Ty constituent une part importante de la redondance génique au sein du génome de

S. c e re v i s i a e. De plus, ces éléments sont dispersés dans le génome, entiers ou sous

forme de LTR isolé (LTR solo). Potentiellement, ils peuvent donc provoquer des

recombinaisons ectopiques. Cette recombinaison entre éléments Ty et/ou séquences

LTR a été étudiée par de nombreux groupes (Liebman et al., 1981; Sugawara and

Szostak, 1983 ; Kupiec and Petes, 1988).

Récemment, plusieurs travaux ont montré que les recombinaisons ectopiques

entre éléments Ty1 peuvent jouer un rôle important dans l’évolution de S. cere v i s i a e.

Tout d’abord, les souches œnologiques, dont le métabolisme est adapté à la fermenta-

tion alcoolique, présentent plusieurs translocations chromosomiques en comparaison

aux souches de laboratoires. L’analyse des jonctions entre les régions transloquées

montre que dans tous les cas des éléments Ty1 sont présents (Rachidi et al ., 1999 ;

Pérez-Ortin et al., 2002). Des résultats similaires ont été obtenus avec des souches

industrielles adaptées à d’autres métabolismes (Codon et al., 1998). Chez des souches

de laboratoire, dans des conditions de croissance limitante et sur un grand nombre de

générations, les changements caryotypiques associés à des éléments Ty1 sont nom-

breux (Camasses, 1996 ; Dunham et al., 2002).

Le système de sélection positive basé sur l’utilisation de l’allèle mutant du gène

U R A 2 a permis d’isoler 8 révertants spontanés correspondant à une duplication de la

région codant l’ATCase à partir d’une souche haploïde ura2 15-30-72 (Roelants et al.,

1 9 9 5 ) .

Dans le chapitre I, l’analyse de ces 8révertants spontanés met en évidence deux

processus bien distincts conduisant à la duplication d’une séquence d’ADN : la dupli-

cation génique et la duplication segmentale.

Dans ce premier chapitre, notre étude s’est focalisée sur les 4 r é v e r t a n t s

( R e v 25, Rev 37, Rev 45 et Rev 56) dans lesquels l’événement de duplication corre-

spond à la duplication d’une partie du gène U R A 2. Afin de caractériser les mécanismes

qui pourraient être impliqués dans la formation de ces remaniements, nous nous

sommes attachés à déterminer les sites d’insertion en amont et en aval de la séquence
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dupliquée. La détermination de ces points de jonction est une étape indispensable car

les jonctions constituent les «cicatrices» de l’événement de duplication. Ces séquences

« c i c a t r i c e s » peuvent apporter des indications clés pour élucider les mécanismes

c o nduisant aux duplications géniques sélectionnées.

RÉ S U LTAT S

1. Caractérisation des sites d’insertions de la région dupliquée

L’identification des sites d’insertion de la copie dupliquée a été réalisée pour

les 4 révertants (Rev 25, Rev 37, Rev 45 et Rev 56) par le séquençage des régions

flanquantes. Pour des raisons de commodité, nous avons qualifié de jonction 5’ l e

site d’insertion situé en amont de la région dupliquée. Dans notre crible de sélection,

cette région 5’ doit apporter une séquence promotrice permettant la réactivation

fonctionnelle de l’ATCase. Par analogie, la région 3’ correspond aux séquences

situées en aval de la région dupliquée.

1.1. Détermination du site d’insertion en amont de la duplication

1.1.1. Stratégie d’insertion-excision de plasmide

La jonction 5’ de la région dupliquée a été clonée en utilisant une stratégie

d’insertion et d’excision de plasmide (Fig. 2.3). La première étape consiste à

i n s é rer un plasmide intégratif dans la région dupliquée en aval du point de départ de

la duplication. Dans une deuxième étape, le plasmide recombinant portant la jonc-

tion inconnue est isolé puis caractérisé.

• Estimation du point de départ de la région dupliquée

La première étape consiste à déterminer approximativement le point de départ

de la région dupliquée afin de pouvoir insérer un plasmide en aval de celui-ci. Pour

ceci, nous avons développé une approche basée sur la carte de restriction B g lII du

locus U R A 2 (Fig. 2.2A). L’extrémité 5’de la région dupliquée est caractérisée par un

environnement B g lII différent par rapport au locus ura2 15-30-72 . Ce point de départ

est forcément localisé entre les 3 mutations et la séquence codant le domaine

ATCase. Si l’on considère la carte de restriction B g lII du gène U R A 2, le point de

départ sera donc situé dans l’un des 3 fragments B g lII suivants : C, D ou B. A i n s i ,
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FIGURE 2.2 –Détermination de la région de départ de la partie du gène URA2 dupliquée.
(A) Carte de restriction BglII du locus URA2.
(B) Hybridation de l'ADN génomique digéré par l'enzyme de restriction BglII avec une sonde spécifique des
f r a gments D, C et B.
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par analyse du profil de restriction B g lII avec des sondes spécifiques des 3 f r a g m e n t s

(C, D et B), il sera donc possible de déterminer lequel des sites B g lII est variant et

par conséquent savoir à partir de quel fragment B g lII la duplication va commencer.

Ainsi, l’ADN génomique des 4 révertants (Rev 25, Rev 37, Rev 45 et Rev 56) a été

digéré par l’enzyme de restriction B g lII puis hybridés avec les 3 sondes spécifiques.

Pour une sonde donnée, la présence de deux bandes montre que le début de la dupli-

cation est localisé dans le fragment correspondant. Par contre, si une seule bande est

révélée, le début de la duplication n’est pas localisé dans ce fragment. Les résultats

obtenus indiquent que les régions dupliquées débutent à partir du fragment D chez

3révertants (Rev 25, Rev 37 et Rev45) alors que chez le révertant Rev 56, le segm e n t

dupliqué prend son origine dans le fragment B (Fig. 2.2B).

• I n s e rtion du plasmide et sélection

Les 3 plasmides portant les fragments D, B et E (respectivement appelés

pFLD, pFLB et pFLE) ont été construits à partir du plasmide intégratif pFL35. La

localisation du point de départ de la duplication nous a permis de choisir le plasmide

à utiliser pour l’intégration en vue du clonage. Par exemple, pour les 3 souches dont

les segments dupliqués commencent dans le fragment D, le vecteur intégratif pFLB

est inséré dans la région correspondante du segment dupliqué (Fig. 2.3).

L’intégration du plasmide est sélectionnée par l’utilisation du marqueur Tr p 1.

L’insertion du vecteur peut se faire dans 2régions diff é r e n t e s : dans la copie origi n e l l e

ou dupliquée. Si l’insertion se fait dans la copie dupliquée et fonctionnelle, la

séquence codant le domaine ATCase va être interrompu, ce qui rend les transfor-

mants auxotrophes à l’uracile. Par contre, dans le cas d’une intégration dans la copie

ura2 15-30-72, les révertants possédant toujours leur copie fonctionnelle intègre

restent prototrophes à l’uracile. Ainsi, parmi les transformants Tr p+, nous avons

retenu les clones auxotrophes à l’uracile (Fig. 2.3).

• Récupération de la borne inconnue et séquençage

Après l’étape d’intégration, l’ADN génomique des transformants a été digéré

par l’enzyme de restriction HindIII. Le fragment HindIII contenant la jonction inconnue

porte également l’origine de réplication d’E. coli ainsi que le gène de résistance à

l’ampicilline du plasmide initial. Une circularisation par ligation de ce fragment conduit
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FIGURE 2.3 – Stratégie de clonage de l'extrémité 5’de la région dupliquée.
D et B correspondent aux fragments BglII du locus URA2.
Bc et Bp sont respectivement les fragments B chromosomique et plasmidique.

à un plasmide pouvant être sélectionné chez E. coli. Le produit de digestion a alors été

ligué. Les clones résistants à l’ampicilline sélectionnés après transformation ont été

récupérés et analysés. Les plasmides ont été récupérés par extraction et les jonctions ont

été séquencées.
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1.1.2. Analyse des séquences à la jonction

Les séquences ont alors été utilisées pour faire une comparaison contre la

banque de données Saccharomyces Genome Database à l’aide du programme BLAST

(http://seq.yeastgenome.org/cgi-bin/SGD/nph-blast2sgd). L’analyse des séquences montre que le

point de départ des copies dupliquées est effectivement localisé en aval des trois muta-

tions de l’allèle ura2 15-30-72. Ce point de départ n’est cependant pas unique car il peut

être localisé à la fin de la région codant la CPSase ou dans la région codant le domaine

cryptique DHOase-like (Fig. 2.4). Dans les 4 révertants, la région dupliquée est fusion-

née en 5’à une séquence de rétrotransposon Ty1 ayant la structure suivante : δ LTR suivi

d’une partie de l’ORF TYA du rétrotransposon (Fig. 2.4). La partie correspondant à

l’ORF TYA est de taille variable chez les différents révertants. La fusion ainsi créée

entre la séquence Ty A et l’extrémité 5’de la région dupliquée est en phase, ce qui conduit

à la formation d’un gène chimère TyA-ATCase (Fig. 2.4). On peut également noter que

les 4 jonctions présentent de courtes régions de similarité (2 à 11pb) entre la séquence

TyAet l’extrémité 5’de la partie dupliquée du gène URA2 (Fig. 2.5).
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FIGURE 2.5 –Présence de microhomologie à la jonction 5' des duplications géniques.
La typographie en gras indique les courtes séquences de similarité présente entre la séquence TyAdu rétrotranspo -
son Ty1 et la partie dupliquée du gène URA2.
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FIGURE 2.4 –Site d'insertion chromosomique en 5' et 3' des duplications géniques présentes chez 4 réver t a n t s
s p o nt a n é s .
Pour la structure URA2, les coordonnées nucléotidiques au début et à la fin de la région dupliquée sont données
par rapport à la position +1du nucléotide A du codon initiateur ATG du gène URA2. Pour la structure Ty1,
les nombres situés en-dessous montrent la variation que l'on peut observé entre les différents révertants.
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Pour préciser la localisation chromosomique de ces éléments Ty, nous avons

utilisé la technique de Long Expand Tail (termal asymetric interlaced) PCR décrite par

Szabados et al . (2002). Cette technique a permis de déterminer la région 5’située en

amont des structures Ty pour 2 révertants (Rev 25 et Rev 56) mais a été infructueuse

dans le cas des 2 autres. Pour les 2 souches analysées (Rev 25 et Rev 56), les séquences

en amont de la région dupliquée correspondent respectivement au gène de tRNA-Ile

[tI(UAU)D] localisé sur le chromosome IV et au gène de tRNA-Ala [tA(AGC)P]

l o c a lisé sur le chromosome XVI (Fig. 2.6). Dans la souche ura2 15-30-72 , ces deux

gènes sont situés en amont de Ty1 entiers. L’ensemble de ces données indiquent donc

que la région dupliquée s’est insérée dans un Ty résident (Fig. 2.6).
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FIGURE 2.6 – Région située en amont des séquences Ty1 chez les révertants Rev 25 et Rev 56.
Pour la structure URA2, les coordonnées nucléotidiques au début et à la fin de la région dupliquée sont données
par rapport à la position +1 du nucléotide A du codon initiateur ATG du gène URA2. 



1.2. Détermination du site d’insertion en aval de la duplication

La technique classique de PCR asymétrique (Tail-PCR) décrit par Liu et al. ( 1 9 9 5 )

a été utilisée pour déterminer la région située en aval de la copie dupliquée de la région

codant l’ATCase. Les résultats montrent que cette région se termine par une séquence

poly(A) de 10 à 14nucléotides de long chez trois des 4souches (Rev 25, Rev37 et Rev

56) (Fig.2.4). Dans la souche ura2 15-30-72, cette séquence poly(A) est absente aussi bien

au niveau du locus U R A 2 que du rétrotransposon receveur. De plus, l’analyse des

séquences montre que la région codant l’ATCase est complète dans toutes les souches

étudiées. La partie située entre le codon de terminaison et la séquence poly(A) varie de 68

à 103 nucléotides selon les révertants. La présence d’une séquence poly(A) apporte des

informations supplémentaires sur les mécanismes qui peuvent être impliqués dans la

formation de ces événements de duplication. En effet, elle suggère fortement la présence

d’un intermédiaire ARN lors de la duplication de ces séquences d’ADN.

Les séquences de la jonction 3’ ont été utilisées pour faire une comparaison

c o ntre la banque de donnée Saccharomyces Genome Database à l’aide du programme

BLAST. Les résultats montrent que pour tous les événements de duplication, l’extrémité

3’ de la région dupliquée est attachée après la séquence poly(A) à des séquences de

rétrotransposons de type Ty1 (Fig.2.4). Cependant, ces séquences Ty1 n’ont pas la

même orientation que celles localisées à la jonction 5’et proviennent par conséquent

d’autres structures Ty1.

2. LA S U R E X P R E S S I O N D’U N R É T R O T R A N S P O S O N TY1 A U G M E N T E L A

F R É Q U E N C E D E S É V É N E M E N T S D E D U P L I C AT I O N D E L A R É G I O N C O D A N T

L’ AT CA S E

La présence de la séquence poly(A) à l’extrémité 3’de la copie dupliquée chez les

trois révertants (Rev 25, Rev 37 et Rev 56) suggère fortement un mécanisme impliquant

la formation d’un ADNc par rétrotranscription de l’ARNm suivie de son intégration dans

le génome. Les régions dupliquées analysées pourraient donc être issues d’un processus

de rétroposition (Zhang, 2003). Ainsi, la formation de telles duplications géniques néces-

site une activité transcriptase inverse. Une source évidente d’activité transcriptase inverse

chez S. cere v i s i a e est constituée par le rétrotransposon Ty1. Afin de tester ces hypothèses,

l’analyse moléculaire d’une collection de révertants, sélectionnés à partir de la souche

ura2 15-30-72 dans laquelle la transposition a été augmentée, a été réalisée.
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2.1. Sélection des révertants

Pour faciliter l’étude de la transposition des éléments Ty1, Boeke et al. (1985) ont

développé une méthode simple permettant d’augmenter la fréquence de la transposition en

augmentant le taux d’ARN messager de ces éléments dans les souches étudiées. Cette

méthode fait intervenir un élément Ty1 en aval du promoteur inductible du gène G A L 1. Cet

élément est porté par un plasmide contenant l’origine de réplication 2µ (plasmide pGTy 1 ) .

Lorsque l’expression de l’élément contenu sur ce plasmide est induite par croissance sur

milieu galactose, la fréquence de la transposition est augmentée d’une manière significa-

tive. Ce système a été utilisé pour induire la transposition dans la souche ura2 15-30-72.

Le plasmide pFJ2 (Roelants, 1996) a été construit à partir du plasmide pJEF

(Eichinger et Boeke, 1988). Ce plasmide contient l’élément TyH3 (Boeke et al., 1988)

dont l’expression est sous la dépendance du promoteur GAL1. Il a été modifié en intro-

duisant le marqueur TRP1 au niveau du site BamHI unique du plasmide afin d’avoir un

marqueur de transformation pour la souche réceptrice ura2 15-30-72 . Les sélections

réalisées dans ce contexte ont permis d’isoler 35 révertants.

Dans un tel contexte, l’analyse des révertants montre que la fréquence de

l’ensemble des remaniements sélectionnés est augmentée par rapport à une sélection

sans surexpression de l’élément Ty c’est-à-dire sur milieu glucose (Tableau 2.2). De

plus, cette augmentation est plus importante pour les événements de duplication que

pour les insertions d’éléments Ty et les délétions. L’induction de la transposition dans

une souche ura2 15-30-72 provoque donc une augmentation de la fréquence de réver-

sion et favorise de manière importante les duplications. Cette constatation va dans le

sens de l’implication de la transposition ou de l’expression des éléments Ty1 dans le

mécanisme conduisant aux événements de duplication. Afin de préciser et de vérifier les

hypothèses émises sur l’implication de la transcriptase inverse dans la genèse des dupli-

cations géniques, l’analyse des 23 révertants porteurs d’une duplication a été entreprise.

2.2. Analyse des révertants porteurs d’un événement de duplication

Dans un premier temps, les 23 révertants ont été identifiés comme porteurs d’une

duplication. Ces remaniements ont été caractérisés grâce à une analyse du profil de

r e s t r i ction B a mHI du locus U R A 2. Par la suite, comme pour les 4 révertants spontanés por-

teurs d’une duplication génique, nous avons déterminé la localisation, la taille et les sites

d’insertion de l’élément dupliqué.
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2.2.1. Analyse du profil de restriction BamHI au locus URA2

L’analyse du profil de restriction BamHI du locus URA2 a été réalisée sur les

23 révertants sélectionnés. L’hybridation de l’ADN génomique digéré par l’enzyme

BamHI avec une sonde spécifique de la région codant le domaine ATCase diffère de

celui de la souche ancestrale par la présence d’une bande supplémentaire. Dans le cas

des 23 révertants, le profil de restriction BamHI révèle deux bandes : l’une de 6,8 kb

correspondant au locus URA2 et l’autre de taille variable correspondant à la partie

dupliquée.

2.2.2. Localisation chromosomique de la région dupliquée

La séparation des chromosomes des 23révertants par électrophorèse en champs

alternés suivie d’une hybridation de type Southern a permis de déterminer la localisa-

tion des régions dupliquées (Fig.2.7A). Contrairement aux révertants spontanés, une

modification du profil électrophorétique a été mise en évidence. En effet, on peut

observer pour certains révertants une bande supplémentaire par rapport à celui de la

souche ayant permis de les sélectionner.

L’hybridation a été réalisée avec une sonde correspondant à la région codant

l’ATCase (Fig.2.7B). Pour 19 souches, l’hybridation révèle le chromosome X porteur

de l’allèle mutant ura2 15-30-72 ainsi qu’un autre chromosome porteur de la copie
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TABLEAU 2.2 – R é v e rtants sélectionnés à partir de la souche ura2 15-30-72 dans laquelle la transposition 
a été augmentée.
(a) Le premier chiffre indique le nombre de révertants isolés dans chaque cas,
(b) le taux de réversion calculé pour chaque type de réarrangement
d’après Roelants (1996).
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FIGURE 2.7 –Exemples de caryotypes après électrophorèse en champs alternés de quelques révertants 
sélectionnés à partir de la souche FRJ1.
(A) Migration des chromosomes par PFGE et coloration au BET.
(B) Révélation par hybridation ADN/ADN de type Southern avec une sonde spécifique de la région codant 
le domaine ATCase.

TABLEAU 2.3 –Localisation chromosomique des régions dupliquées présentes chez les 23 révertants isolés 
à partir de la souche FRJ1.



dupliquée. Le remaniement observé dans ces 19 révertants correspond donc à une dupli-

cation interchromosomique dans laquelle un autre chromosome que le X (Tableau 2.3)

est porteur de la copie dupliquée. Pour 4 autres souches, l’hybridation du caryotype ne

révèle qu’un seul chromosome, suggérant que l’événement correspond à une duplica-

tion intrachromosomique sur le chromosome X. L’ensemble de ces données montre que

la majorité des chromosomes de S. cerevisiae peuvent être le siège de la copie

dupliquée. Ces données indiquent que le site d’intégration de la copie dupliquée n’est

pas limité à une région chromosomique précise.

2.2.3. Détermination de la taille de la région dupliquée

Afin de distinguer les duplications géniques et segmentales parmi les événe-

ments sélectionnés, nous avons déterminé la taille des éléments dupliqués en suivant la

stratégie de marche sur le chromosome utilisée dans le chapitre I.

Pour les 19 souches dans lesquelles une duplication interchromosomique

s’est produite, la marche sur le chromosome a été réalisée par hybridation directe des

chromosomes séparés par électrophorèse en champs alternés. Pour les 4 révertants

dans lesquelles une duplication intrachromosomique s’est produite, cette procédure

n’a pas pu être utilisée car la copie résidente et dupliquée comigrent lors de la sépa-

ration des chromosomes par électrophorèse en champs alternés. Dans ce cas, la

marche sur le chromosome a été réalisée sur l’ADN génomique par l’analyse du pro-

fil de restriction B a mH I .

Dans le cas des 23révertants, les résultats obtenus montrent que les duplications

sont limitées en taille à la séquence du gène URA2. On peut donc en conclure que la sur-

expression d’un élément Ty1 permet d’augmenter la fréquence des duplications et plus

particulièrement la sélection de duplications géniques.

2.2.4. Détermination des sites d’insertion de la région dupliquée

La détermination des points de jonction a été réalisée dans le but de voir si on

trouvait les mêmes « c i c a t r i c e s » et notamment la présence de la séquence poly(A),

située en aval de la région dupliquée, qui apporte des informations supplémentaires

sur le mécanisme pouvant être impliqué dans la formation de ces événements de

d u p l i c a t i o n .
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2.2.4.1. Site d’insertion en amont de la duplication

L’analyse des 4 révertants spontanés avait mis en évidence que la région

dupliquée est rattachée en 5’ à une séquence de rétrotransposon Ty1 ayant la

s t r u cture suivante : δ LTR suivi d’une partie variable de l’ORF T YA du rétro-

t r a n sposon (Fig. 2.4). Ainsi, avant d’utiliser la stratégie d’insertion et d’excision de

plasmide, nous avons décidé de vérifier par amplification PCR si ce type de

s t r u cture Ty se retrouvait au niveau des 23 révertants sélectionnés. Une amplifi-

c ation PCR a alors été réalisée en utilisant l’oligonucléotide spécifique δB41R de

la région δ du rétrotransposon et un second oligonucléotide B1.1 spécifique de la

séquence codant le domaine ATCase (Fig. 2.8).

Chez 19 révertants, un fragment a effectivement pu être amplifié puis s é q u e n c é .

L’analyse des séquences montre que l’insertion en 5’dans ces 19 révertants a une

structure similaire à celle observée chez les 4 révertants spontanés. La région

dupliquée est toujours rattachée en 5’à une séquence de rétrotransposon Ty1 ayant

la structure suivante : δ LTR suivi d’une partie variable de l’ORF T YA du rétro-

t r a n sposon (Fig. 2.9). La fusion entre la séquence Ty A et l’extrémité 5’de la région

dupliquée est en phase, ce qui conduit à la formation d’un gène chimère Ty A -

ATCase (Fig. 2.9). Le point de départ des régions dupliquées varie d’un révertant à
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FIGURE 2.8 –Site d'insertion chromosomique en 5’des duplications géniques présentes chez les 23 révertants
isolés à partir de la souche FRJ1.
Les flèches bleues indiquent les oligonucléotides ayant permis d'amplifier la jonction 5’.
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FIGURE 2.9 – Représentation schématique des sites d'insertion 5’et 3’des duplications géniques présentes 
chez les 23révertants isolés à partir de la souche FRJ1.
Le symbole * indique que la séquence est variable d'un révertant à l'autre.
Les révertants 16, 72 et 74 n’ont pas de séquence poly(A).
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l’autre. Cependant, il est toujours localisé en aval de la mutation de décalage du

cadre de lecture. De plus, il est à noter que les 19 jonctions présentent de courtes

régions d’identité (de 2 à 9 pb) entre la séquence Ty A et l’extrémité 5’de la partie

dupliquée du gène U R A 2.

Pour les 4 révertants restants (30, 114, 116 et 149), aucun fragment n’a pu

être amplifié. La stratégie d’insertion et d’excision de plasmide décrite précédemm e n t

a donc été entreprise. Les résultats obtenus après clonage et séquençage montrent

que la région ATCase est associée à un élément Ty1 qui se trouve en orientation

inverse par rapport aux structures observées chez les 19 autres révertants (Fig. 2.9).

La situation est donc comparable au remaniement observé lors d’une réactivation

fonctionnelle du domaine ATCase par insertion d’un rétrotransposon Ty1 au niveau

du locus ura2 15-3072 (Roelants et al ., 1995).

2.2.4.2. Site d’insertion en aval de la duplication

Comme pour les 4 révertants, la technique de PCR asymétrique décrite par Liu

et al. (1995)a été utilisée pour déterminer la région située en aval de la copie dupliquée.

Les résultats montrent que la fin de la région dupliquée varie d’un révertant à l’autre.

Elle comprend toujours le codon de fin de traduction suivi d’une région variable allant

de 56 à 122 nucléotides en aval de celui-ci. De plus, chez 20 révertants, la séquence

dupliquée est également ponctuée par une séquence poly(A) de 11 à 73 nucléotides de

long. Chez trois révertants (16, 72 et 74), cette séquence poly(A) est absente.

Toutes les séquences situées en aval de la région ATCase sont de type Ty1 et dif-

fèrent d’une souche à l’autre (Fig. 2.9). Majoritairement, cette région est composée

d’une partie variable de l’ORF TYA suivie d’un δ LTR. Mais elle peut également être

composée d’un δ LTR solo ou d’une partie variable de l’ORF TYB suivie d’un δ LTR .

Ces séquences Ty n’ont généralement pas la même orientation que celles localisées à la

jonction 5’et proviennent par conséquent d’autres structures Ty1.

L’analyse des 23 révertants, sélectionnés à partir d’une souche dans laquelle un

élément Ty1 a été surexprimé, apporte deux informations importantes. Premièrement,

l’induction de la transposition dans une souche ura2 15-30-72 conduit à une augmenta-

tion de la fréquence des duplications. Deuxièmement, les remaniements sélectionnés

correspondent tous à de la duplication génique ayant les mêmes caractéristiques que
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ceux isolés à partir de la souche ura2 15-30-72. En effet, les éléments dupliqués sont

généralement ponctués en aval par une séquence poly(A) et localisés entre des séquen-

ces de rétrotransposons de type Ty1. Ces données mettent en évidence un lien entre les

éléments Ty et les mécanismes impliqués dans la formation des duplications géniques.

Par la suite, nous allons développer les différentes hypothèses concernant les mécanismes

possibles conduisant à ces réarrangements.

DISCUSSION

Le crible génétique basé sur l’allèle mutant du gène URA2 a permis de mettre en

évidence deux processus bien distincts par lesquels une séquence d’ADN peut se dupli-

quer : la duplication génique et la duplication segmentale. Dans ce chapitre, nous nous

sommes plus particulièrement attachés à l’analyse moléculaire des révertants portant

une duplication génique. Les résultats montrent clairement un lien entre les rétro-

t r a n sposons Ty1 et la formation des duplications géniques. Deux hypothèses peuvent

être formulées pour expliquer le rôle de ces rétrotransposons dans la formation des

duplications géniques.

La première des hypothèses serait l’implication de la recombinaison homologue

entre des éléments Ty dans la formation de ces duplications. Dans ce cas, l’événement

peut s’expliquer par un processus en deux étapes. Dans un premier temps, un élément

Ty s’insère dans le gène URA2 au niveau de la région codant la seconde moitié de la

CPSase. Cette première étape correspond donc à l’un des événements observés au

niveau des révertants sélectionnés à partir de la souche ura2 15-30-72 (Roelants et al.,

1995). Dans un second temps, un transfert d’information non-réciproque de type con-

version génique va avoir lieu entre une séquence donneuse (rétrotransposon nou-

v e l l ement inséré) et une séquence receveuse (un autre élément Ty ou un δ LTR local-

isés ailleurs dans le génome). Cette conversion pourra englober la séquence codant le

domaine ATCase et conduire ainsi aux réarrangements observés. Si cette hypothèse de

transposition-duplication est correcte, des séquences Ty1 devraient être trouvées près de

la copie originelle et de la copie dupliquée. Cette dernière est effectivement insérée dans

des séquences Ty, mais aucune séquence de ce type n’est observée à proximité de la

séquence ura2 15-30-72. Cette hypothèse n’apporte donc pas une explication valable à

la formation des duplications géniques sélectionnées.
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La deuxième hypothèse serait qu’une fonction codée par l’élément Ty1 joue un r ô l e

dans la formation des duplications géniques. La présence d’une séquence poly(A) à

l’extrémité 3’de la copie dupliquée chez 3 révertants spontanées suggère fortement que cette

copie a été formée par rétrotranscription à partir d’un ARNm du gène URA2. Les

rétransposons constituent une source évidente d’activité transcriptase inverse. L’induction de

la transposition dans une souche ura2 15-30-72 conforte cette hypothèse car elle conduit à

une augmentation de la fréquence des duplications géniques. En effet, l’analyse des 23 réver-

tants montre que les événements sélectionnés correspondent à des duplications géniques

ayant une structure similaire à celles trouvées chez les 4 révertants spontanés. Les duplica-

tions géniques sont localisées au voisinage de séquences Ty1 et ponctuée à leur extrêmité 3’

d’une séquences poly(A) chez la majorité des révertants.

Toutes ces données nous conduisent à proposer un mécanisme de rétroposition

pour expliquer la formation des duplications sélectionnées (Fig. 2.10) (Deer et al., 1991;

Zhang, 2003). Le mécanisme le plus probable serait donc la formation d’un ADNc issu
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Le fond gris délimite le noyau. L'ADN double brin est représenté par une flèche épaisse et son ARN 
par un rectangle mince.



de la rétrotranscription de l’ARNm correspondant à une partie du gène URA2. Pour être

rétrotranscrit, l’ARNm doit vraisemblablement être empaqueté dans les particules

pseudovirales (VLP). En effet, il a été montré que lors de la purification de la tran-

s c r i ptase réverse, cette dernière se trouvait dans la fraction contenant les particules

p s e u d o v irales de Ty (Mellor et al., 1990). De plus, Xu et Boeke (1990) ont montré que

certains transcrits cellulaires (T R P 1 et H I S 3) pouvaient se trouver associés aux particules

isolées d’éléments Ty. Ainsi, des ARN messagers du gène ura2 15-30-72 peuvent

théoriquement être présents au niveau des particules pseudovirales.

Une fois rétrotranscrit, l’ADNc correspondant doit s’insérer dans un des chromo-

somes du génome. Cette intégration ne semble pas être aléatoire car dans l’ensemble des

révertants, les copies dupliquées sont insérées au niveau de séquences Ty1. Cette observa-

tion montre donc que les éléments Ty1 apportent plus que l’activité transcriptase inverse.

La présence des courtes régions de similarité (2 à 11pb) entre la séquence Ty A et l’ex-

trémité 5’de la partie dupliquée du gène U R A 2 constitue un indice quant au mécanisme

et à la présence de séquence Ty1. La rétrotranscription de l’ARNm doit dans ce cas être

initiée au niveau de la région poly(A) allant vers la séquence codant l’ATCase puis un

changement sur une matrice Ty doit s’effectuer au niveau de la jonction 5’observée. Ce

changement de matrice conduit à la formation de la structure chimère observée: un δ LT R

suivi d’une partie variable de l’ORF T YA du rétrotransposon. Cette possibilité est

cohérente avec l’hypothèse de la formation des transposons hybrides Ty 1 / Ty2. Ces trans-

posons sont générés par une rétrotranscription avec un changement de matrice (Jordan et

McDonald, 1998).

L’intégration de cette structure dans un chromosome peut être expliquée par deux

processus distincts. L’ADNc ainsi formé peut être intégré à un nouveau site chromo-

somique via l’intégrase codée par le transposon. Cependant, on constate que les séquences

Ty encadrant la copie dupliquée ne sont pas dans la même orientation et ne forment donc

pas une structure similaire à un rétrotransposon Ty1 qui pourrait être un substrat pour l’in-

tégrase. Le second processus qui permettrait l’intégration de cette structure est un événe-

ment de recombinaison homologue résultant d’une conversion génique entre un élément

Ty résident et l’extrémité 5’de l’ADNc. En effet, le site d’insertion précis déterminé chez

deux révertants (Rev 25 et Rev 56) correspond à un élément Ty1 résident et non pas à un

rétrotransposon nouvellement inséré. Ce processus semble donc plus conforme aux

r é s u ltats obtenus. Cette hypothèse concernant l’intégration de l’ADNc sera rediscutée

dans le chapitre III.
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Dans notre crible de sélection, rendant les souches prototrophes pour l’uracile,

les duplications doivent permettre l’expression de l’activité ATCase. Pour être transcrite,

la copie dupliquée doit être insérée en aval d’un promoteur fonctionnel. Chez 27réver-

tants étudiés dans ce chapitre, la séquence codant l’ATCase est fusionnée en phase avec

une partie variable de l’ORF TYA suivie d’un δ LTR (Fig. 2.9). Dans ces souches, le

promoteur localisé dans la structure δ LTR permet vraisemblablement d’activer la

t r a nscription du gène mosaïque. Dans les 4 révertants restants, la séquence codant

l’ATCase est en aval d’une structure Ty présente en sens opposé (Fig. 2.9). La situation

est, ici, semblable au remaniement correspondant à l’insertion d’un rétrotransposon Ty1

au niveau du locus ura2 15-30-72 . Cet élément est capable d’initier la transcription à

partir de la séquence δ orientée en sens inverse par rapport à la région codant le domaine

ATCase (Roelants et al., 1997).

Par ailleurs, pour le révertant Rev 56, on peut noter qu’il n’y a pas de corréla-

tion entre les résultats obtenus par Tail-PCR et par hybridation des chromosomes

(chapitre I §1.3). En effet, l’hybridation indique que le chromosome X est porteur de

l’élément dupliqué alors qu’il se trouve inséré sur le chromosome XVI. Ce résultat sug-

gère qu’en plus de la duplication génique un autre réarrangement chromosomique s’est

produit chez Rev56. De plus, dans un grand nombre de révertants sélectionnés dans un

contexte de surexpression d’un Ty, une modification du profil électrophorétique a été

mise en évidence. En effet, on peut observer pour certaines souches une bande supplé-

mentaire par rapport à celui de la souche ura2 15-30-72 ayant permis leur sélection.

L’ensemble de ces observations peut être mis en corrélations avec les résultats obtenus

par Levine et al. (1990) qui ont montré que l’insertion d’un ADNc est souvent associée

à un réarrangement chromosomique. Pour l’ensemble de ces souches, il serait intéres-

sant de procéder à une analyse globale du nombre de copie de gène (copie dupliquée ou

délétée) grâce à la technique d’hybridation génomique comparative par micrroarray

(Winzeler et al., 1999) afin d’identifier quels sont les remaniements génomiques

responsables des modifications du caryotype.

Ainsi, les résultats présentés dans ce chapitre nous conduisent à proposer un

modèle montrant que des gènes peuvent provenir d’un processus de rétroposition

(Fig.2.10) et soutient l’hypothèse formulée par Fink (1987) pour expliquer le peu d’in-

trons présents chez S. cere v i s i a e. La levure S. cere v i s i a e se différencie des cellules mam-

mifères par de nombreux points dont la pauvreté en introns et des processus de recom-

binaison homologue très efficaces. En se fondant sur ces observations, Fink a proposé
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que les rétrotransposons auraient remplacé les gènes initiaux par recombinaison homo-

logue, entraînant la perte des introns.

Finalement, le processus à l’origine des événements de duplication génique

sélectionnés semblent être similaire à celui responsable de la formation des

pseudogènes chez les eucaryotes supérieurs (Moran et al., 1999; Esnault et al., 2000).

Les réarrangements chromosomiques décrits dans ce chapitre constituent le premier

exemple expérimental de duplication génique par rétroposition chez S. cere v i s i a e e t

indiquent que l’activité transcriptase inverse des rétrotransposons à LTR de type Ty 1

est capable de rétrotranscrire des ARNm cellulaires dont les produits forment des

copies dupliquées de gène.
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RÉSUMÉ

Des événements de duplication segmentale ont été mis en évidence chez 4 réver -

tants haploïdes spontanés. La détermination de la taille de la région dupliquée montre

que celle-ci comprend la séquence codant le domaine ATCase ainsi qu’une série de

g ènes contigus et par conséquent codupliqués. Les segments dupliqués ont une taille

v ariable comprise entre 5 et 90 kb. Afin de connaître la localisation précise et l’orientation

de ces segments dupliqués, les régions situées en amont et en aval ont été déterminées.

Les résultats montrent que les réarrangements correspondent à des duplications segmen -

tales en tandem direct. Par ailleurs, la partie dupliquée du gène URA2 est insérée d a n s

une région intergénique ou dans un gène non essentiel. Dans ce dernier cas, la fusion

entre le gène et le fragment dupliqué s’est produite en phase, ce qui entraîne la forma -

tion d’un gène mosaïque.

Plusieurs mécanismes hypothétiques peuvent être avancés afin d’expliquer la

formation de duplications segmentales en tandem direct. Bailey et al. (2003) ont

m o ntré que ces remaniements peuvent résulter d’un crossing-over inégal impliquant

une recombinaison homologue. Afin de vérifier cette hypothèse, le rôle du gène RAD52,

indispensable à la recombinaison homologue, dans la formation des duplications a été

testé. À partir d’une souche ura2 15-30-72 rad52 , 6 révertants portant un événement

de duplication ont été sélectionnés et analysés. L’ensemble des réarrangements sé -

lectionnés correspond à des duplications segmentales ce qui démontre que le mécanisme

est indépendant de la recombinaison homologue. La seconde hypothèse (Kozsul et al.,

2004) serait une erreur lors de la réplication impliquant un mécanisme de type BIR

( b reak-induced replication). Ce modèle semble être cohérent avec les duplications

s e gmentales sélectionnées. Cependant, une sélection de révertants dans un contexte

a ffectant la réplication serait nécessaire pour confirmer ce modèle.
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INTRODUCTION

Comme nous l’avons déjà mentionné à plusieurs reprises, l’analyse des

séquences complètes de génomes donne une vision globale des séquences d’ADN

dupliquées et permet plus particulièrement de déterminer leur proportion, leur taille,

leur localisation… L’une des surprises majeures a été l’observation d’une proportion

importante de duplications segmentales, c’est-à-dire de duplications de fragments com-

portant plusieurs gènes au sein de nombreux organismes eucaryotiques.

Du point de vue évolutif, ces événements de duplications segmentales peuvent

non seulement avoir une répercussion au niveau des gènes dupliqués mais aussi au

niveau du génome. Dans le cadre de l’évolution des gènes, ces segments dupliqués

c o nstituent un réservoir de gènes qui peuvent être soumis à différents processus. Ces

gènes dupliqués codent des protéines qui ne sont pas essentielles pour la viabilité des

o rganismes mais peuvent être à l’origine de la mise en place d’une spécificité fonctionnelle

(subfonctionnalisation) ou encore d’une nouvelle fonction (néofonctionnalisation). Ces

séquences sont également de bons substrats pour la recombinaison homologue. En effet,

les duplications segmentales sont des régions très similaires et par conséquent peuvent

être des sites préférentiels pour les réarrangements chromosomiques. Dans ce cadre, ces

régions peuvent être impliquées dans l’évolution des génomes.

Chez l’homme, 5 % du génome est constitué de duplications segmentales

récentes, c’est-à-dire de segments d’ADN dupliqués ayant une similarité de séquence

supérieure à 90 % (Bailey et al., 2001). La séquence complète du génome de S. cere -

visiae a également révélé des blocs de duplication mais qualifiés de «fossiles» c’est-à-

dire correspondant aux traces d’un événement de duplication ancien. Ces blocs ont une

similarité de séquence bien plus faible que les duplications « récentes ». Wolfe et

Shields (1997) ont ainsi mis en évidence 55 blocs de duplication de taille moyenne de

55 kb dans le génome de S. cerevisiae.

Cependant, bien que la présence des segments dupliqués qualifiés de «fossiles »

chez S. cerevisiae soit attribuée à un événement de duplication complète de son génome,

des travaux récents montrent qu’il ne s’agit pas de la seule et unique source impliquée

dans la formation de telles duplications. En effet, en utilisant un crible de sélection basé

sur le dosage des gènes RPL20A et RPL20B chez Saccharomyces cerevisiae, Koszul et

al. (2004) ont sélectionné des duplications segmentales spontanées indépendamment de

tout événement de polyploïdie. De plus, le séquençage systématique de 3 levures hémi-
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ascomycètes : Klyuveromyces lactis, Debaryomyces hansenii et Yarrowia lipolytica a

permis de mettre en évidence que le génome de ces espèces n’a pas été le siège d’un

événement de duplication totale mais comporte cependant des blocs de duplication

(Dujon et al., 2004) :

- 8 blocs (un en tandem) chez K. lactis,

- 5 blocs (3 en tandem) chez D. hansenii,

- 2 blocs chez Y.lipolytica.

Ces blocs ne coïncident pas avec ceux retrouvés chez S. cerevisiae. De plus, ils sont trop

peu nombreux pour suggérer qu’ils soient issus d’un événement de polyploïdie. Ces

observations permettent donc de conclure que d’autres mécanismes peuvent être à

l ’ origine de la formation d’une duplication segmentale chez les levures et illustrent la

multiplicité des moyens par lesquels une séquence d’ADN peut se dupliquer.

Dans le cadre de notre étude, le crible de sélection positive basé sur l’utilisation

de l’allèle mutant du gène URA2 nous a permis d’aborder l’analyse des duplications

segmentales. En effet, parmi 8 révertants spontanés portant une duplication de la région

codant l’ATCase, sélectionnés à partir de la souche haploïde a ura2 15-30-72 (Roelants

et al., 1995), 4 d’entre eux (Rev 9, Rev 27, Rev 46 et Rev 52) portent une duplication

correspondant à un segment d’une taille supérieure à 6kb (chapitre I). Ces remaniements

sont donc issus d’un événement de duplication segmentale.

Dans ce troisième chapitre, nous nous sommes attachés à caractériser plus pré-

cisément ces duplications présentes dans ces 4 souches. La détermination de la structure

des segments dupliqués ainsi que de leur environnement chromosomique constitue une

étape essentielle qui va nous permettre de formuler des hypothèses quant aux mécanismes

qui sont impliqués dans ce type de remaniements. Dans cette optique, nous nous

sommes intéressés à déterminer deux caractéristiques physiques: la taille et la localisa-

tion chromosomique précise des segments dupliqués.

Dans le premier chapitre, la stratégie utilisée avait permis de différencier les

duplications géniques des duplications segmentales avec pour ces derniers une estimation

très grossière de la taille. Ainsi, nous avons développé une autre stratégie reposant sur

la technique d’hybridation génomique comparative sur microarray pour caractériser

plus précisément la taille des segments dupliqués. Cette stratégie, basée sur l’hybrida-

tion de l’ADN génomique sur microarray, permet de mettre en évidence le changement

du nombre de copies de gènes (délétion ou duplication) intervenu chez les révertants par

DUPLICATIONSSEGMENTALESCHEZ SACCHAROMYCESCEREVISIAE



rapport à la souche ayant permis de les sélectionner. Cette approche permet également

de déceler d’éventuels autres remaniements qui se seraient produits simultanément à la

duplication de la région codant le domaine ATCase. 

Nous nous sommes également attachés à déterminer la localisation chromo-

somique précise de ces segments ainsi que leur orientation relative. En effet, dans le

p r emier chapitre, l’analyse de ces révertants a permis de localiser le chromosome por-

teur du segment dupliqué. Chez 3 révertants (Rev 9, Rev 27, Rev 46), la région

dupliquée s’est insérée dans le chromosome X porteur de l’allèle mutant ura2 15-30-72.

Les remaniements présents dans ces souches correspondent donc à des duplications

intrachromosomiques. Par contre chez le révertant Rev 52, la région dupliquée s’est

insérée dans le chromosome XI. La duplication est alors qualifiée d’interchromo-

somique. Afin d’avoir une localisation plus précise, nous avons identifié les sites

d ’ i nsertion de la copie dupliquée par le séquençage des régions flanquantes en 5’et 3’.

L’ensemble de ces résultats nous a permis de formuler des hypothèses de

m é c a nismes pouvant être à l’origine de telles duplications. De plus, nous allons égale-

ment examiner et discuter de l’implication de la recombinaison homologue dans les

événements de duplications géniques et segmentales.

RÉSULTATS

1. Détermination de la taille des régions dupliquées

Dans le chapitre I, une première série d’expériences a permis de montrer que

4révertants portent une duplication segmentale. La souche Rev 52 porte une duplication

interchromosomique d’environ 10 kb couvrant la région comprise entre les ORFs

YJL130c à YJL137c. Ce segment a été caractérisé par une série d’hybridations succes-

sives de type Southern directement sur les chromosomes séparés par électrophorèse en

champs alternés. Les souches Rev 9, Rev 27 et Rev 46 portent également une duplication

segmentale, mais localisée sur le chromosome X. Une série d’hybridations de type

Southern, réalisée sur l’ADN génomique par une analyse de profil de restriction, a

m o ntré que la région dupliquée a une taille au moins supérieure à 6kb.

Pour déterminer de manière précise la taille des régions dupliquées présentes

chez les 4 révertants, nous avons utilisé la technique d’hybridation génomique compara-

tive par microarray (array CGH) (Winzeler et al., 1999). Basée sur l’hybridation d’ADN
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génomique sur microarrays, cette technique permet de détecter le changement du nom-

bre de copies de gènes (délétion ou duplication) d’une souche par rapport à une souche

de référence. En effet, l’intensité de l’hybridation de chaque ORF est proportionnelle au

nombre de copies dans une souche donnée. Dans notre étude, cette technique a permis

de comparer le changement du contenu génomique entre les révertants et la souche

ancestrale ayant permis de les sélectionner. En effet, pour une ORF donnée, si le ratio

de l’intensité du signal observé pour le révertant par rapport à celui observé pour la

souche ancestrale est de 1 alors une seule copie est présente dans les deux souches. Par

contre, si le ratio est de 2 ou de 1/2 alors cela signifie que le révertant possède respec-

tivement une copie dupliquée ou une copie délétée de l’ORF concernée. Pour la simpli-

fication de la représentation graphique, les résultats seront sous la forme du log2 du

ratio. En effet, les log2 de 2 (duplication), 1/2 (délétion) et 1(aucun changement) sont

égaux à 1, –1 et 0.

L’ADN génomique de chacun des 4 révertants a donc été hybridé sur microar-

ray et comparé à la souche ura2 15-30-72. Le ratio de l’intensité du signal de chaque

révertant par rapport à la souche ura2 15-30-72 a été déterminé pour chaque ORF. Dans

les 4 révertants, l’analyse globale du nombre de copies de gènes montre que les seuls

gènes dupliqués appartiennent au chromosome X et sont localisés en aval de l’ORF

YJL130c (URA2). Aucune autre région chromosomique n’a été le siège d’un change-

ment du nombre de copies de gènes (délétion ou duplication). 

Un graphique du log2 du ratio en fonction de la localisation chromosomique a

été tracé pour chaque ORF du bras gauche du chromosome X (Fig. 3.1). Ces données

montrent que les segments dupliqués sont différents d’un révertant à l’autre. Ces régions

sont formées d’un nombre variable d’ORFs contigues avec la région codant le domaine

ATCase et par conséquent codupliquées avec celle-ci. Le premier gène dupliqué à partir

du centromère correspond toujours à la région codant le domaine ATCase (YJL130c).

Dans notre système de sélection, les événements de duplication doivent permettre la

réactivation du domaine ATCase, c’est-à-dire l’insertion de la séquence correspondante

en aval d’un promoteur fonctionnel. Ceci ne peut se faire que si cette séquence se

retrouve à l’une des extrémités du segment dupliqué. L’autre extrémité du segment est

variable. En effet, les différentes duplications identifiées couvrent une région située

entre l’ORF YJL130c et l’ORF YJL189w. La détermination de la taille exacte montre

effectivement une grande variabilité entre ces éléments dupliqués (Tableau 3.1). Ils ont

DUPLICATIONSSEGMENTALESCHEZ SACCHAROMYCESCEREVISIAE



DUPLICATIONSSEGMENTALESCHEZ SACCHAROMYCESCEREVISIAE 122

FIGURE 3.1 –Identification des segments dupliqués chez les 4 révertants spontanés. 
Représentation graphique des résultats de l'hybridation génomique comparative sur microarray.
L'axe des abscisses correspond au bras gauche du chromosome X c'est-à-dire aux ORFs de YJL001w à YJL204c.
L'axe des ordonnées représente le log2 du ratio de l’intensité du signal observé pour le révertant par rapport à
celui observé pour la souche ancestrale. La zone entre pointillés correspond à l'ensemble des ORFs codupliquées
avec la région codant le domaine ATCase.

TABLEAU 3.1 – Taille des segments dupliqués présents chez les révertants spontanés.
* ORFs localisées aux deux extrémités du segment dupliqué déterminées par hybridation génomique
comparative sur micro a rr a y.
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FIGURE 3.2 – Stratégie de marche sur le chromosome par analyse des profils de restriction.
(A) Carte de restriction BamHI de la région ura2 15-30-72.
(B) Carte de restriction théorique de la région dupliquée.
(C) Hybridation de type Southern de l'ADN génomique digéré par BamHI.

une taille variant entre 6 kb et 90 kb. 

Les résultats obtenus par la technique d’hybridation génomique comparative ont

été validés par une série d’hybridation ADN/ADN de type Southern. 

Pour les souches Rev 9, Rev 27 et Rev 46, l’événement sélectionné corres p o n d

à une duplication intrachromosomique. La marche sur le chromosome a alors été

réalisée sur l’ADN génomique par l’analyse de profils de restriction. Le segment

dupliqué se retrouve dans un nouvel environnement B a mHI (Fig. 3.2). Il diffère par

rapport à la région originelle par les deux sites B a mH I localisés en amont et en aval. 



Ainsi, les fragments BamHI localisés en 5’et 3’de l’élément dupliqué varient en taille

par rapport aux fragments originels. Une hybridation de type Southern de l’ADN

génomique digéré par l’enzyme BamHI avec les sondes spécifiques à ces 2 fragments

va donc révéler deux bandes. L’hybridation des ADN génomiques des révertants Rev 9,

Rev 27 et Rev 46 avec la sonde correspondant au dernier gène dupliqué (respectivement

Y J L 1 3 3 w, Y J L 1 5 0 w, YJL189w) révèle effectivement deux bandes confirmant les

r é s u ltats issus de l’hybridation comparative sur microarray.

Pour le révertant Rev 52 porteur d’une duplication interchromosomique, la

marche sur le chromosome, réalisée par hybridation de type Southern directement sur

les chromosomes séparés par électrophorèse en champs alternés, montre que le segment

dupliqué englobe la région codant le domaine ATCase ainsi que les ORFs YJL131c à

YJL137c. Les résultats de la marche sur le chromosome et de l’hybridation génomique

comparative sont donc concordants. 
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FIGURE 3.3 – Corrélation entre la migration du chromosome X et la taille des segments dupliqués.
(A) Révélation par hybridation de type Southern avec une sonde spécifique de l'ATCase des chromosomes séparés
par éléctrophorèse en champs alternés.
(B) Représentation graphique des résultats de l'hybridation génomique comparative sur microarray.
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Par ailleurs, l’hybridation des chromosomes avec la sonde ATCase, dans le chapitre

I, a montré une augmentation de la taille du chromosome X porteur de l’élément de dupli-

cation chez les révertants Rev 27 et Rev 52 (Fig. 3.3). Cette augmentation de taille peut être

estimée à environ 20 kb pour Rev 27 et environ 100 kb pour Rev 52 par comparaison avec

la souche de référence ura2 15-30-72. Ces augmentations correspondent effectivement à la

taille de la région dupliquée et confirment donc que la variation de migration du chromo-

some X observée chez ces révertants est liée à l’événement de duplication.

L’ensemble de ces données montrent que les remaniements présents dans les

révertants analysés correspondent donc à des duplications de segments ayant une taille

variable. Il est intéressant de souligner qu’aucun autre remaniement chromosomique de

type délétion ou duplication n’a été mis en évidence au sein de leur génome. 

2. Analyse de la séquence des sites d’insertions de la région dupliquée

Afin de connaître la localisation précise ainsi que l’orientation relative des

s e gments dupliqués, l’identification des sites d’insertion de la copie dupliquée a été

réalisée par le séquençage des régions flanquantes en 5’et 3’. La détermination de ces

points de jonction peut également être primordiale car ces séquences constituent les

« cicatrices» de l’événement de duplication. 

2.1. Détermination du site d’insertion en amont de la duplication

La jonction 5’de la région dupliquée a été clonée en utilisant une stratégie d’in-

sertion et d’excision de plasmide (procédure détaillée dans le chapitre I). Pour rappel,

la première étape consiste à insérer un plasmide intégratif en aval du point de départ de

la duplication. Après l’étape d’intégration, l’ADN génomique des transformants a été

digéré par l’enzyme de restriction HindIII. Le produit de digestion a alors été ligué. Afin

de récupérer le plasmide contenant la jonction inconnue, des souches E. coli ont été

transformées avec le produit de ligation. Les plasmides ont été récupérés par extraction

et les jonctions ont été séquencées. Les séquences ont alors été utilisées pour faire une

comparaison contre la banque de données Saccharomyces Genome Database à l’aide du

programme BLAST (http://seq.yeastgenome.org/cgi-bin/SGD/nph-blast2sgd).

L’analyse des jonctions montre que le point de départ des copies dupliquées est

variant d’une souche à l’autre. Mais il est toujours localisé en aval des trois mutations

présentes dans l’allèle mutant. Il peut être localisé à la fin de la région codant la CPSase

ou dans la région codant le domaine cryptique DHOase-like (Fig. 3.4A). 
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La partie du gène U R A 2 dupliquée peut être insérée dans un gène ou dans une

région intergénique (Fig. 3.4A). Dans les révertants Rev 27 et Rev 46, les segments

dupliqués se sont insérés dans un gène. L’extrémité 5’consiste en une fusion en phase

avec le gène SNA3 (YJL151c) pour le révertant Rev 27 et le gène R P S 2 2 A (YJL190c) pour

le révertant Rev 46. Cette fusion conduit à la formation d’un gène mosaïque composé de

l’extrémité 5’du gène tronqué (S N A 3 ou R P S 2 2 A) et de la partie dupliquée du gène U R A 2

codant le domaine ATCase. Ces deux gènes receveurs (S N A 3 ou R P S 2 2 A) sont des gènes

non-essentiels. Ce résultat n’est pas surprenant dans la mesure où la sélection a été réali s é e

au niveau haploïde et par conséquent l’insertion dans un gène essentiel ne serait pas

viable. Dans les deux autres révertants (Rev 9 et Rev 52), la séquence dupliquée est

insérée dans une région intergénique qui est respectivement localisée en aval des ORF

YJL133w (M R S 3) et YKR058w (G L G 1). Dans ces deux souches, la fusion n’entraîne pas

la formation de gène mosaïque. La séquence codant le domaine ATCase est donc vraisem-

blablement transcrite à partir de cette région interg é n i q u e .

Nous avons recherché la présence d’identité de séquence entre la région receveuse

et la partie dupliquée du gène U R A 2. Chez le révertant Rev 46, la jonction présente une

courte région d’identité de séquence (7 pb) entre le gène R P S 2 2 A et la partie dupliquée du

gène U R A 2 (Fig. 3.4B). Par contre, dans les 3 autres souches (Rev 9, Rev 52 et Rev 27),

les jonctions correspondantes ne présentent aucune similarité de séquence.

L’ensemble de ces données confirme que les remaniements présents dans les

souches Rev 9, Rev 27 et Rev 6 correspondent à une duplication intrachromosomique

alors que dans le révertant Rev 52, il s’agit d’une duplication interchromosomique. Cette

dernière présente une particularité intéressante. En effet, le segment dupliqué est localisé

sur le chromosome XI et plus particulièrement au niveau d’une des deux régions

dupliquées du bloc 41 défini par Wolfe et Shields (1997). Le bloc 41 est composé de deux

régions dupliquées. La première est située sur le chromosome X entre les ORFs Y J L 0 7 8 c

(Y U R 1) et YJL139c (P RY 3) et contient le gène U R A 2 (YJL130c). La seconde, qui dans

la souche Rev 52 est porteuse du segment dupliqué, est localisée sur le chromosome XI

entre les ORFs YKR061w (K T R 2) et YKR013w (P RY 2). Cette région ne contient pas de

paralogue du gène U R A 2 dans la souche ura2 15-30-72 . Par contre, le gène G L G 1

(YKR058w) qui correspond à la région d’insertion forme avec le gène G L G 2 ( Y J L 1 3 7 c )

une paire de gènes homologues. L’insertion de l’élément dupliqué ne semble donc pas

aléatoire car elle se fait dans une région similaire au chromosome X. 
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2.2. Détermination du site d’insertion en aval du segment dupliqué

La connaissance du site d’insertion en 5’ainsi que de la taille de la région dupliquée

nous a permis de déterminer le site d’insertion en 3’. Nous avons émis l’hypothèse que

l ’ i nsertion du segment n’avait été accompagnée d’aucun autre remaniement aux bornes.

Dans ce cas de figure, l’intégration de la région dupliquée interrompant un gène ou une

région intergénique va déplacer la deuxième partie de ce gène ou de la région interg é n i q u e

directement en aval de la duplication. La jonction 3’devrait donc correspondre à l’union de

l’extrémité 3’du segment et la région chromosomique contigue au site d’insertion 5’ d a n s

la souche ura2 15-30-72. Afin de tester cette hypothèse et de caractériser les jonctions 3’,

nous avons choisi pour chaque révertant un oligonucléotide situé dans la dernière ORF

dupliquée et un autre situé dans la région contigue au site d’insertion 5’dans la souche u r a 2

1 5 - 3 0 - 7 2 (Fig. 3.5).
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FIGURE 3.5 –Site d'insertion chromosomique en 3’des segments dupliquées.
Les flèches rouges correspondent aux oligonucléotides ayant permis d'amplifier la jonction 3’.
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Par exemple, dans la souche Rev 9, le segment dupliqué est inséré dans la

région intergénique située en aval de l’ORF YJL133w (M R S 3). Il s’étend de la part i e

dupliquée du gène U R A 2 (YJL130c) jusqu’à l’ORF Y J L 1 3 3 w. Deux oligoncléotides

ont été choisis: J133w spécifique à l’ORF YJL133w (correspondant la fin du segm e n t )

et J133c spécifique de l’ORF Y J L 1 3 3 c - A (l’ORF contigu au site d’insertion en 5’

dans la souche ura2 15-30-72) afin d’amplifier la jonction. Nous avons procédé de

la même manière pour les 3 autres souches. 

Dans chaque cas, les oligonucléotides choisis ont permis d’amplifier un fragm e n t

qui a été séquencé. Les séquences ont alors été utilisées pour faire une comparaison

contre la banque de données Saccharomyces Genome Database à l’aide du prog r a m m e

B L A S T (h t t p : / / s e q . y e a s t g e n o m e . o rg / c g i - b i n / S G D / n p h - b l a s t 2 s g d). Ces comparaisons mon-

trent que le site d’insertion en 3’correspond effectivement à la région chromos o m i q u e

contigue au site d’insertion 5’dans la souche ura2 15-30-72 ( F i g . 3.5). 

Chez les révertants Rev 9, Rev 27 et Rev 46, les duplications intrachromo-

somiques présentent une particularité très intéressante (Fig.3.6). En effet, en

r e g a rdant la structure globale du chromosome X porteur d’une duplication, les

r é s u ltats montrent que le segment dupliqué correspond à la région chromosomique

comprise entre le gène U R A 2 et le site d’insertion. De plus, l’élément dupliqué a la

même orientation que la copie originelle. L’ensemble de ces données permettent de

conclure que l’événement présent dans ces 3 souches correspond à une duplication

en tandem direct (Fig. 3.6).

Dans le révertant Rev 52, la région dupliquée est insérée entre les ORFs

YKR058w (G L G 1) et YKR059w (T I F 1) sur le chromosome XI. Le dernier gène

dupliqué correspond au gène GLG2 paralogue de G L G 1 (région d’insertion). On

constate donc une similarité de structure avec les autres révertants : le segment

dupliqué peut être considéré comme étant en tandem avec le segment ancestral

« h o m o l o g u e » appartenant au bloc 41 de duplication ancestrale défini par Wolfe et

Shields (1997). Ces données renforcent l’hypothèse selon laquelle l’insertion n’est

pas aléatoire.
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FIGURE 3.6 – Duplications segmentales en tandem direct.
Les rectangles gris correspondent aux régions dupliquées.
Les rectangles en pointillés correspond aux régions originelles.
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3. Influence de la recombinaison homologue sur les événements de
d u p l ication segmentale et de duplication génique

L’analyse moléculaire des révertants haploïdes a permis de définir deux proces-

sus par lesquels une séquence d’ADN peut se dupliquer : la duplication segmentale et

la duplication génique. Pour les événements de duplication segmentale, le mécanisme

généralement évoqué pour expliquer leur formation correspond à un crossing-over iné-

gal entre deux séquences similaires non-allèles localisées à des sites différents (Zhang,

2003 ; Bailey et al., 2003). Concernant la duplication génique, les résultats décrits dans

le chapitre II suggèrent fortement que la duplication limitée à une partie du gène URA2

est issue d’un mécanisme de rétroposition c’est-à-dire de la formation d’un ADNc suite

à la réverse transcription de l’ARNm correspondant suivie de son intégration dans le

g énome. Comme la région dupliquée est encadrée de part et d’autre par des séquences

de rétrotransposon Ty1, on peut logiquement se demander si l’intégration chromosomique

se fait par recombinaison homologue entre de telles séquences ou via l’intégrase codée

par les éléments Ty1. 

Pour comprendre dans quelle mesure la recombinaison est impliquée lors de

l’intégration de l’ADNc et plus généralement dans la genèse des duplications segmen-

tales, nous avons examiné l’influence du gène de recombinaison RAD52 sur la sélection

de tels remaniements. Ce gène, ainsi que les gènes RAD51 et RPA, sont impliqués dans

la recombinaison homologue. Le produit du gène RAD52 (YML032c), une protéine de

471 aa, se fixe sur les extrémités d’une cassure d’ADN double brin et permet l’appariement

de deux régions d’ADN complémentaires de grande taille (de l’ordre de 200 bp) pour

sa réparation. La protéine Rad52p est indispensable pour la recombinaison homologue.

Ainsi, nous avons regardé s’il y a une dépendance des deux types d’événements de

duplication par rapport au gène RAD52.

3.1. Sélection 

Dans le cadre de l’étude des événements de délétion au laboratoire, une collection

de révertants a été isolée à partir de la souche ura2 15-30-72 rad52 :: kanMX4 dans

laquelle le gène RAD52 a été remplacé par le gène kanMX4 (Welcker et al., 2000).

Les sélections de révertants Ura+ dans ce contexte génétique ont permis d’isoler

19 révertants indépendants dans lesquels un remaniement chromosomique a conduit à

la réactivation fonctionnelle du gène URA2. Dans 6 révertants, une première analyse a
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montré un profil de restriction BamHI conforme à un événement de duplication

(Welcker, 2000). Ce profil révèle deux bandes : l’une de 6,8 kb correspondant au locus

URA2 et l’autre de taille variable correspondant à une partie dupliquée du gène URA2

qui s’est insérée dans une région différente du génome qui se caractérise par un environ-

nement BamHI différent. 

Nous avons repris ces 6 révertants pour une étude fine de la structure de l’élément

dupliqué. Cette caractérisation moléculaire va permettre de tester l’implication de la

recombinaison homologue dans la genèse des duplications géniques ou segmentales. 

3.2. Caractérisation moléculaire

Comme précédemment, la détermination de la localisation chromosomique ainsi

que la taille des éléments dupliqués a été entreprise. 

3.2.1. Localisation chromosomique de la région dupliquée

La séparation des chromosomes des 6 révertants par électrophorèse en champs

alternés suivie d’une hybridation de type Southern avec une sonde spécifique de

l’ATCase a permis de montrer que les régions dupliquées sont localisées uniquement sur

le chromosome X (Fig. 3.7B). L’analyse du caryotype électrophorétique des 6 révertants

ne montre pas de variation du profil de migration par rapport à celui de la souche de

départ ayant permis de les sélectionner (Fig. 3.7A). 

De plus, l’hybridation des chromosomes avec la sonde ATCase ne montre pas

d’augmentation de la taille du chromosome X porteur de la duplication. Ces données

permettent de conclure que le remaniement présent dans ces souches correspond à une

duplication génique ou à une duplication d’un segment de taille inférieure à 20 kb. 

3.2.2. Détermination de la taille de la région dupliquée

Pour préciser la nature des événements de duplication présents chez les 6 réver -

tants, nous avons déterminé la taille de ces éléments dupliqués grâce à la technique

d’hybridation génomique comparative par microarray comme décrit précédemment

(§3.1).

L’ADN génomique de chacun des 6 révertants a été hybridé sur microarray et

comparé à la souche ancestrale ura2 15-30-72 rad52 :: kanMX4. Le ratio de l’inten-

sité du signal entre chaque révertant et la souche ancestrale a été déterminé pour chaque

ORF. Dans les 6 révertants, les résultats montrent que les seules régions dupliquées
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FIGURE 3.7 –Caryotypes après électrophorèse en champs alternés des révertants sélectionnés à partir 
de la souche ura2 15-30-72 rad52 :: kanMX4. 
(A) Migration des chromosomes par PFGE et coloration au BET.
(B) Révélation par hybridation ADN/ADN de type Southern avec une sonde spécifique de la région codant 
le domaine A T C a s e .

appartiennent au chromosome X et sont localisées en aval du gène URA2 (YJL130c)

(Fig. 3.8). Les résultats montrent que les remaniements correspondent à des duplica-

tions de segment chromosomique qui sont formés par un nombre variable d’ORFs

localisées en aval et codupliquées avec la région codant le domaine ATCase. Les dupli-

cations couvrent une région située entre l’ORF YJL130c et l’ORF YJL137c et ont une

taille comprise entre 6 et 10 kb (Tableau 3.2). 

L’ensemble de ces données indiquent que la délétion du gène RAD52, indispen-

sable à la recombinaison homologue, n’a pas d’incidence sur la sélection de duplica-

tions segmentales. Par contre, il est intéressant à noter qu’aucune duplication génique

n’a été sélectionnée dans un tel contexte génétique. Bien que l’observation ne porte que

sur 6 révertants, il est étonnant qu’aucune duplication génique n’ait été sélectionnée. En

effet, la sélection à partir de la souche ura2 15-30-72 avait permis d’isoler 8 révertants

dont 4 (50%) porteurs d’une duplication génique. Ces données suggèrent fortement que

la recombinaison homologue a un rôle dans la genèse des duplications géniques.



FIGURE 3.8 –Identification des segments dupliqués chez les révertants rad52. 
Représentation graphique des résultats de l'hybridation génomique comparative sur microarray.
L‘axe des abscisses correspond au bras gauche du chromosome X c’est-à-dire aux ORFs de YJL001w à YJL204c.
L‘axe des ordonnées représente le log2 du ratio de l’intensité du signal observé pour le révertant par rapport
à celui observé pour la souche ancestrale.
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TABLEAU 3.2 – Taille des segments dupliqués présents chez les révertants rad52.
* ORFs localisées aux deux extrémités du segment dupliqué déterminées par hybridation génomique comparative
sur microarray.
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DISCUSSION

La duplication de segment d’ADN joue un rôle très important dans l’évolution

moléculaire par l’apport de matériel génétique pouvant évoluer vers de nouvelles

f o n ctions. Chez S. cerevvisiae, il a été montré qu’un événement de polyploïdie peut con-

duire à la formation de segments dupliqués (Wolfe and Shield, 1997 ; Kellis et al.,

2004). Cependant, les résultats de notre étude montrent une fois de plus qu’il ne s’agit

pas de la seule et unique source entraînant l’apparition de telles duplications. En effet,

dans ce troisième chapitre, nous nous sommes d’abord focalisés sur 4 révertants dans

lesquels un événement de duplication segmentale conduit à la réactivation fonctionnelle

de l’ATCase. Ces données apportent une preuve expérimentale qu’une souche haploïde

de S. cere v i s i a e peut dupliquer une partie de son génome par une duplication segmentale

indépendamment de tout événement de polyploïdie. 

Parmi les révertants analysés dans ce chapitre, trois correspondent à une dupli-

cation intrachromosomique alors qu’un seul correspond à une duplication interchro-

m osomique. Les segments dupliqués ont une taille variable allant de 5 à 90 kb couvrant

une région située entre les ORFs YJL131c et YJL190c. Afin de réactiver le domaine

ATCase, le segment doit s’insérer en aval d’un promoteur fonctionnel. Nous avons

montré qu’il peut s’insérer au niveau d’une région intergénique ou interrompre un gène

non essentiel. Dans le cas d’une insertion « génique», la séquence ATCase est fusion-

née en phase avec la partie 5’d’un gène non essentiel. La phase de lecture est préservée

lors de la fusion ce qui permet la formation d’un gène mosaïque. Dans ce cas, la région

dupliquée codant le domaine ATCase peut ainsi bénéficier du promoteur du gène

receveur. Cette formation de gènes mosaïques peut aussi constituer un exemple de

fusion de domaines menant à une protéine multifonctionnelle (Eichler, 2001). Dans le

cas de deux révertants, l’élément dupliqué est inséré dans une région intergénique qui

doit certainement agir comme promoteur fonctionnel. Ces événements de duplication

constituent, quant à eux, un exemple de la modification de la région promotrice qui peut

avoir un rôle clé dans l’évolution moléculaire (Lynch, 2002).

L’analyse des révertants portant une duplication génique (chapitre II) a forte-

ment suggéré un mécanisme via la rétroposition. Pour les duplications décrites dans ce

chapitre, l’hypothèse d’une transcription réverse ne peut être retenue car la région

dupliquée est beaucoup plus grande que l’ARNm correspondant au gène U R A 2. De plus,

aucun événement de duplication segmentale n’a été isolé lors de la sélection réalisée à
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partir de la souche ura2 15-30-72 dans laquelle une élément Ty1 a été surexprimé

(chapitre II §2). Or si les éléments Ty1 intervenaient fonctionnellement dans leur for-

mation, il aurait été logique d’avoir une proportion non négligeable de duplications

s e gmentales parmi les 23 révertants porteurs d’un événement de duplication.

D’autres hypothèses peuvent être formulées pour expliquer le genèse de duplica-

tions segmentales. La première serait que ces segments soient issus d’un crossing-over

inégal résultant d’une recombinaison homologue entre deux séquences paralogues.

Dans ce cas, l’événement peut s’expliquer par un processus en deux étapes (Fig. 3.9).
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Figure 3.9: Modèle de formation du segment dupliqué en tandem direct par crossing-over inégal.
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Dans un premier temps, un élément Ty1 s’insère dans le gène URA2 au niveau de la

région codant la seconde moitié de la CPSase. Cette première étape correspond à un des

événements qui ont été observés au niveau des révertants sélectionnés à partir de la

souche ura2 15-30-72 (Roelants et al., 1995). Dans un second temps, ce rétrotransposon

nouvellement inséré recombine avec un autre élément Ty1 ou un δ LTR localisé ailleurs

dans le génome, conduisant alors aux réarrangements observés. Récemment, Bailey et

al. (2003) ont montré que des éléments Alu sont localisés au niveau des jonctions de la

copie originelle et dupliquée dans le génome humain. Ils pensent que ces séquences

répétées doivent être en partie responsables de l’explosion récente des duplications

s e gmentales chez les primates et ceci par l’intermédiaire de crossing-overs inégaux.

Chez S. cerevisiae, de nombreux éléments Ty comme des δ LTR ont été retrouvés au

niveau des jonctions de réarrangements chromosomiques décrits à ce jour comme les

translocations, (Fischer et al., 2000; Dunham et al., 2002). 

Cependant, la présence des duplications segmentales, décrites dans ce chapitre,

peut difficilement être expliquée par un tel processus qui implique la recombinaison

homologue. La détermination des sites d’insertion en aval et en amont des segments

dupliqués ne montre pas la présence de séquences répétées comme des séquences Ty qui

pourraient être à l’origine d’un crossing-over inégal. Seule une courte identité de

séquence (7pb) a été mise en évidence à la jonction 5’chez le révertant Rev 46. Pour les

autres souches (Rev 9, Rev 52 et Rev 27), les jonctions ne présentent aucune similarité

de séquence. De plus, la délétion du gène RAD52 (indispensable à la recombinaison

homologue) n’empêche pas la sélection de duplications segmentales. Ces données

indiquent clairement que les mécanismes responsables de la formation des duplications

sélectionnées sont indépendants de la recombinaison homologue.

La seconde hypothèse qui peut être proposée pour la formation de segments

dupliqués en tandem direct correspond à une erreur lors de la réplication impliquant un

mécanisme de type BIR (break-induced replication) (Malkova et al., 1996 ; Morrow et

al., 1997; Ira and Haber, 2002 ; Davis and Symington, 2004). Le mécanisme peut être

expliqué par deux étapes (Fig. 3.10). Dans un premier temps, la fourche de réplication

va être perturbée par une cassure double brin située en aval de la région codant le

domaine ATCase. Dans un second temps, le brin néosynthétisé coupé envahit une nou-

velle zone de réplication qui va servir de matrice et entraîne la formation d’un segment

dupliqué si cette région correspond à la séquence codant le domaine ATCase (Fig. 3.10).
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FIGURE 3.10 –Modèle de formation du segment dupliqué en tandem direct par erreur lors de la réplication
impliquant un mécanisme de type BIR (break induced replication).
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Ce modèle hypothétique est cohérent avec la formation des duplications segmentales en

tandem direct décrits dans ce chapitre. Dans les révertants Rev 9, Rev 27 et Rev 46, seul

le site d’insertion situé en amont du segment dupliqué est modifié. L’extrémité 3’cor-

respond à une séquence sauvage ne portant aucune « cicatrice » du remaniement. Dans

notre modèle, la réparation de la cassure double brin conduirait effectivement à une

extrémité 5’modifiée alors que l’extrémité 3’correspondrait à une région sauvage.

Par contre, pour le révertant Rev 56, ce modèle n’est pas suffisant pour expliquer

l’événement de duplication interchromosomique observé. Le remaniement pourrait

résulter de deux réarrangements successifs. En effet, la première étape consisterait à la

formation d’une duplication segmentale en tandem sur le chromosome X de la même

manière que dans les 3 souches précédentes. Dans une deuxième étape, cette duplica-

tion a du être suivie d’un événement de recombinaison homologue entre les régions

p a ralogues situées dans le bloc 41 situées sur les chromosomes X et XI qui a ainsi mené

à cette duplication segmentale interchromosomique. Ces données indiquent que ces

blocs de duplications ancestraux résultant d’une duplication complète du génome chez

S. cerevisiae peuvent être sur le plan de leur structure à la source de réarrangements

chromosomiques et ainsi jouer un rôle évolutif. Afin de tester le modèle proposé, il

serait nécessaire de voir dans quelle mesure certains gènes impliqués dans la réplication

le sont également dans la formation des duplications de segments en tandem. Le gène

RAD27 serait un bon candidat car il intervient dans l’élimination des fragments

d’Okazaki intervenant dans la réplication. Ce gène n’étant pas essentiel à la survie

c e llulaire, il sera possible de construire un mutant ura2 15-30-72 rad 27 afin de

s é l e ctionner des révertants dans un tel contexte.

Au cours de ce chapitre, nous avons également testé l’implication de la recom-

binaison homologue dans les événements de duplication. Concernant les duplications

segmentales, nous avons vu précédemment que leur formation est indépendante de la

recombinaison homologue. Par contre pour les événements de duplication génique, les

résultats semblent indiquer le contraire. Comme la région dupliquée est encadrée de part

et d’autre par des séquences de rétrotransposon Ty1 (chapitre II), on pouvait logiquement

se demander si l’intégration chromosomique de l’ADNc, formé après transcription

inverse, se fait par recombinaison homologue ou via l’intégrase codée par les éléments

Ty1. Or la délétion du gène R A D 5 2, indispensable à la recombinaison homologue,

c o nduit à l’absence de sélection de duplications géniques. Ces résultats montrent donc
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que les mécanismes impliqués sont dépendants du gène RAD52 et que l’insertion de

l’ADNc après transcription inverse peut se faire par recombinaison homologue.

L’ensemble de ces données soutiennent l’hypothèse selon laquelle les mécanismes

impliqués dans la duplication de séquences d’ADN sont pluriels. À partir de la souche

haploïde a ura2 15-30-72, deux types bien disctincts de duplication ont pu être sélection-

nés : la duplication génique et la duplication segmentale. Les résultats de cette étude

apportent une preuve expérimentale que la duplication spontanée d’un gène particulier

chez S. ceevisiae peut se faire par au moins deux moyens à l’état haploïde. Cependant,

en utilisant une cellule haploïde, seule une partie des événements de duplication peut

être isolée. L’insertion d’un élément dupliqué dans un gène essentiel ne va pas être

viable pour un révertant haploïde. De même, l’insertion dans un gène entraînant une

auxotrophie sera contre sélectionnée dans notre système. L’étude des événements de

duplication trouvés au sein d’un génome diploïde permettra d’avoir une vue d’ensem-

ble sur ces remaniements.
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RÉSUMÉ

L’analyse de 14 révertants diploïdes portant un événement de duplication a

p e rmis de mettre en évidence deux autres moyens par lesquels une séquence d’ADN

peut se dupliquer: l’aneuploïdie et la translocation non-réciproque.

Chez 6 révertants sélectionnés à partir d’une souche diploïde homozygote a/a ura2

15-30-72, la détermination de la taille de la région dupliquée montre que le bras gauche

du chromosome X couvrant la région située entre le gène URA2 et les gènes s u bt é l o m é -

riques a été dupliqué. Une analyse globale du nombre de copies de chaque gène a alors

été réalisée grâce à la technique d’hybridation génomique comparative par micro a rr a y

(aCGH) afin de préciser la nature du réarrangement présent dans ces souches. Les ré -

s u ltats suggèrent la formation d’un chromosome chimère surnuméraire issu de la fusion de

deux régions dupliquées. La détermination du site d’insertion en amont de la partie dupli -

quée du gène URA2 confirme la fusion entre les deux stru c t u res chromosomiques. 

Chez 2 révertants sélectionnés à partir d’une souche diploïde homozygote a/a

ura2 15-30-72, la détermination de la taille montre également que le bras gauche du

c h romosome X couvrant la région située entre le gène URA2 et les gènes subtélomériques

a été dupliqué. Cependant, les résultats de l’hybridation génomique comparative par

m ic ro a rray (aCGH) suggèrent que la région dupliquée a remplacé la région délétée

f o rmant ainsi un chromosome chimère. La détermination du site d’insertion en amont de

la partie dupliquée du gène URA2 confirme la formation de ce chromosome chimère. La

duplication observée chez ces révertants correspond donc à une translocation non-réci -

p roque qui permet la réactivation de la région codant l’ATCase dans notre système. 

Dans le cas des deux types de remaniements sélectionnés à partir d’une souche

diploïde homozygote a/a ura2 15-30-72, aucune longue séquence homologue n’est tro u v é e

à la jonction suggérant que les mécanismes impliqués dans leur formation sont indépen -

dants de la recombinaison homologue. Par contre, un mécanisme de type BIR (bre a k - i n d u -

c ed replication) pourrait permettre la formation de chromosomes chimériques en

l’absence de longue séquence homologue. 

4 AN E U P L O Ï D I E S E T T R A N S L O C AT I O N S
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INTRODUCTION

Les modifications génétiques conduisant à un changement phénotypique chez

les cellules diploïdes sont souvent plus complexes que celles rencontrées chez les cel-

lules haploïdes. Les études de réarrangements chromosomiques chez la levure ont été

effectuées pour la plupart sur des cellules haploïdes lors de la mitose ou diploïdes après

méïoses. En effet, pour des commodités d’expérimentation et d’interprétation, la détection

de ces remaniements a été réalisée préférentiellement dans un tel contexte. Il existe ainsi

de nombreux exemples de modifications génomiques spontanées chez la levure à l’état

haploïde. En plus des duplications présentées dans ce travail, des événements de délé-

tion entre des séquences répétées comme les éléments Ty ou les ADN ribosomiques ont

été mis en évidence et caractérisés (Rothstein et al ., 1987 ; Christman et al ., 1988 ;

Kupiec and Petes, 1988 ; Keil and Mc Williams, 1993 ; Klein, 1995). De même, des

événements de translocation et d’inversion résultant de recombinaison entre des élé-

ments Ty ont été observés (Camasses, 1996; Rachidi et al., 1999). Plus récemment, des

analyses de remaniements chromosomiques révèlent la possibilité à l’état haploïde de

différents types de remaniements qui ne nécessitent pas la présence de longues

séquences d’identité à la jonction (Chen et al., 1998; Chen and Kolodner, 1999; Myung

et al., 2001). Des translocations et délétions médiés par des courtes séquences similaires

ont été observées chez des cellules sauvages ou des révertants (Welcker et al., 2000 ;

Perez-Ortin et al., 2002 ;Yu and Gabriel, 2004). Cette liste d’exemples non exhaustive

indique que différents mécanismes de recombinaison sont impliqués dans la formation

de réarrangements chromosomiques spontanés au sein du génome. Malgré l’ensemble

de ces analyses, il est difficile d’avoir une vision globale car très peu d’études ont été

réalisées à l’état diploïde. La recombinaison mitotique entre les loci alléliques est

b e a ucoup plus fréquente que les réarrangements chromosomiques dans une cellule

diploïde ce qui rend plus difficile la détection de tels remaniements (Hiraoka et al .,

2000). De plus, lorsque l’on utilise une cellule haploïde, seule une partie des événements

peut être observée car ceux qui entraînent la perte d’un gène ou d’un segment d’ADN

essentiel rendent la cellule non viable. En conséquence, la ploïdie induit forcément un

biais dans la sélection des événements et doit être prise en compte. L’étude des événements

de duplications trouvés au sein d’un génome diploïde devrait donc permettre d’obtenir

des informations supplémentaires et surtout d’avoir une vision globale sur la formation

de ces remaniements.

AN E U P L O Ï D I E SE TT R A N S L O C AT I O N SN O N-R É C I P R O Q U E S 142



143

Dans le cadre de notre étude, deux événements disctincts de duplication ont pu

être sélectionnés : la duplication génique et la duplication segmentale à partir de la

souche haploïde ura2 15-30-72. Dans un premier temps, il serait intéressant de voir si

les événements rencontrés à l’état haploïde, le sont également à l’état diploïde.

Concernant les duplications géniques, il serait, cependant, très étonnant d’en sélection-

ner à partir d’une cellule diploïde a/α. En effet, dans une telle cellule, la transposition

des Ty est fortement réprimée (Errede et al., 1987 ; Xu and Boeke, 1991). Ainsi, le

mécanisme de duplication génique médié par la transcription inverse de l’ARNm

sera également fortement réprimé. Concernant les duplications segmentales, il est tout

à fait envisageable d’en sélectionner à l’état diploïde. De plus, les segments dupliqués

pourraient être insérés dans un gène essentiel sans que cela n’affecte la viabilité de la

cellule. 

Il est également probable que d’autres événements de duplication puissent être

sélectionnés dans un tel contexte. En effet, plusieurs autres moyens, non isolés à l’état

haploïde, peuvent potentiellement conduire à la duplication de la séquence codant le

domaine ATCase: la duplication d’un bras de chromosome ou encore d’un chromosome

entier. Bien que les événements d’aneuploïdie semblent très répandus chez S. cerevisi -

ae (Hughes et al., 2000), aucun événement de ce type n’a été observé avec notre crible

de sélection à l’état haploïde. Les sélections à l’état diploïde permettront donc de savoir

si l’absence de ce type d’événement est liée ou non à la ploïdie.

Le crible de sélection positive basé sur l’utilisation de l’allèle mutant du gène

URA2 a été adapté pour la sélection de remaniements chromosomiques à l’état diploïde

et 14 révertants portant une duplication de la région codant l’ATCase ont été isolés

(Tourrette, 2004). 

Une étude moléculaire et génétique de ces souches a été entreprise en détermi-

nant les mêmes caractéristiques que pour les révertants haploïdes, à savoir :

- la localisation chromosomique de la région dupliquée, 

- la taille de la région dupliquée, 

- et la détermination des sites d’insertion de l’élément dupliqué.

L’ensemble de ces données va permettre d’apporter des réponses quant aux événements

sélectionnés et de savoir si les duplications présentes chez ces révertants diploïdes cor-

respondent à des remaniements différents ou déjà sélectionnés à l’état haploïde. 
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RÉSULTATS

1. Caractérisation moléculaire et génétique des événements de duplication

1.1. Analyse du profil de restriction BamHI au locus URA2

Une analyse du profil de restriction du locus URA2 a été réalisée sur les 14 réver-

tants sélectionnés. L’ADN génomique de ces souches a été digéré par l’enzyme de

restriction BamHI puis hybridé avec une sonde correspondant à la région codant le

domaine ATCase. Pour la souche ura2 15-30-72 ayant permis de sélectionner ces réver-

tants, l’hybridation révèle une seule bande de 6,8 kb qui correspond au locus URA2. Par

contre, l’hybridation de l’ADN génomique des 14 révertants révèle un profil de

r e s t r i ction BamHI qui diffère de celui de la souche ura2 15-30-72 par la présence d’une

bande supplémentaire. Dans le cas des 14 révertants, le profil de restriction BamHI

révèle deux bandes : l’une de 6,8 kb correspondant au locus URA2 et l’autre de taille

variable correspondant à la partie dupliquée qui s’est insérée dans une région différente

du génome qui se caractérise par un environnement BamHI différent.

1.2. Analyse génétique

L’analyse des produits de la méïose a été réalisée pour les 14 souches diploïdes

(Fig. 4.1A). Pour chaque révertant, la méïose a conduit à l’obtention de tétrades conte-

nant toujours quatre spores. La capacité de germination des quatre spores sur milieu

complet a été testée afin de déterminer si l’événement sélectionné est viable à l’état

h a ploïde. L’analyse de la ségrégation des caractères Ura
+

et Ura- permet de déterminer

si les événements non viables observés sont liés ou indépendants de la réactivation du

d omaine ATCase.

Dans un premier temps, l’analyse de la viabilité des produits de la méïose des

révertants diploïdes a été réalisée sur milieu complet. Deux types de ségrégation peuv e n t

être observés. En effet, chez 7 révertants, les 4 spores sont capables de germer indiquant la

sélection d’un événement viable en contexte haploïde (Fig. 4.1B). Par contre, chez les

7 autres, 2 spores seulement germent (Fig. 4.1B). Ceci indique la présence d’un événe-

ment létal à l’état haploïde.

Dans un second temps, la ségrégation Ura
+
/Ura- propre à chaque souche a été

analysée. Pour les tétrades ayant 4 spores viables, la ségrégation observée est de type 2

spores Ura
+

et 2 spores Ura-. Pour les tétrades ayant deux spores viables, ces deux

spores sont de phénotype Ura- c’est-à-dire que les spores Ura
+

porteur de l’événement
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FIGURE 4.1 –Analyse génétique des révertants diploïdes porteurs d'une duplication.



de duplication ne sont pas viables à l’état haploïde. Par ailleurs, une analyse par hybri-

dation de type Southern, comme décrit précédemment, met en évidence que les spores

U r a+ sont porteuses de la duplication alors que les spores Ura- ne le sont pas. Ces

d o nnées mettent en avant que la duplication de la région codant l’ATCase est bien à

l ’ origine de la réversion phénotypique et que ces duplications sont viables chez une

souche haploïde. 

2. LOCALISATION CHROMOSOMIQUE DE LA RÉGION DUPLIQUÉE

Les chromosomes issus des révertants diploïdes ont été séparés par électrophorèse

en champs alternés de façon à observer le caryotype de ces souches. Par la suite, ils ont

été soumis à une hybridation ADN/ADN à l’aide d’une sonde spécifique de la région

ATCase dans le but de déterminer la localisation chromosomique la région dupliquée

(Fig. 4.2). 

Dans le cas de 10 révertants, l’hybridation révèle le chromosome X porteur de

l’allèle ura2 15-30-72 ainsi qu’un autre chromosome porteur de la copie dupliquée

i n d iquant une duplication interchromosomique (Tableau 4.1). Pour les 4 autres réver-

tants (B259, B264, B282 et B286), l’hybridation du caryotype ne révèle que le chromo-

some X suggérant que l’événement correspond à une duplication intrachromosomique

(Tableau 4.1).

De plus, pour les 7 souches pour lesquelles une ségrégation de type 2 Ura
+

/ 2

Ura- est observée, une étude du caryotype des spores a été entreprise. L’hybridation des

chromosomes séparés en champs alternés avec une sonde spécifique de l’ATCase mon-

tre que contrairement aux spores Ura-, les spores Ura+ sont porteuses d’un événement

de duplication qui est localisé sur le même chromosome que le révertant diploïde cor-

respondant. Pour les 7 souches pour lesquelles une ségrégation 2 Ura- / 0 Ura+ est

observée, le caryotype des spores et le profil d’hybridation avec une sonde ATCase est

similaire à celui de la souche diploïde homozygote a/ ura2 15-30-72 . Ces données

indiquent, une fois de plus, que la duplication de la région codant l’ATCase est bien à

l’origine de la réversion phénotypique.

3. DÉTERMINATION DE LA TAILLE DE LA RÉGION DUPLIQUÉE

L’analyse des révertants isolés à partir de la souche haploïde ura2 15-30-72 a

permis de mettre en évidence deux types de duplications : la duplication génique et la
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FIGURE 4.2 –Exemples de cary o t y p e s
après électrophorèse en champs
alternés de quelques révertants 
sélectionnés à partir de la souche
diploïde ura2 15-30-72.
(A) Migration des chromosomes par
PFGE et coloration au BET.
(B) Révélation par hybridation
ADN/ADN de type Southern avec une
sonde spécifique de la région codant 
le domaine ATCase.

TABLEAU 4.1 –Localisation chromosomique des régions dupliquées présentes chez les 8 révertants diploïdes.
* Les conditions électrophorétiques ne permettent pas la séparation optimale des chromosomes afin de les différe n c i e r.



duplication segmentale qui se distinguent, entre autres, par la taille de la région

dupliquée. Afin de déterminer si ces deux types de remaniements peuvent également

être sélectionnés à l’état diploïde, nous avons estimé la taille des régions dupliquées

présentes chez les 14 révertants diploïdes en utilisant dans un premier temps la stratégie

de marche sur le chromosome par hybridation de type Southern décrite dans le premier

chapitre.

3.1. Événements de duplication interchromosomique

Pour les 10 révertants dans lequels un événement de duplication interchromo-

somique s’est produit, la marche sur le chromosome a été réalisée par hybridation

directe des chromosomes séparés par électrophorèse en champs alternés. Une série de

14 sondes correspondant aux gènes contigus au locus URA2 a été choisie à partir de la

séquence complète de la souche S288C de Saccharomyces cerevisiae (Fig. 4.3). Une

marche chromosomique de 10 kb en 10 kb à partir du gène URA2 jusqu’à atteindre un

fragment d’une taille de 140 kb (voisin des régions télomériques) a ainsi pu être réalisée.

L’hybridation du caryotype des 10 révertants avec les 14 sondes spécifiques montre un

profil similaire à celui observé avec la sonde correspondant à la région ATCase. Ces

sondes s’hybrident à la fois au chromosome X et au chromosome porteur de la copie

dupliquée (Fig. 4.3). Ces donnés indiquent que l’ensemble gènes situés entre les ORFs

YJL130c et YJL216c sur le bras gauche du chromosome X sont dupliqués. Les dupli-

cations correspondent donc à des régions d’une taille égale ou supérieure à 140 kb. Pour

les régions subtélomériques se situant au-delà de l’ORF YJL216c, il a été impossible de

trouver des séquences spécifiques pouvant être utilisées comme sonde car elles sont

fortement redondantes. La marche sur le chromosome n’a donc pas pu être menée à

terme pour ces 10 révertants. 

3.2. Événements de duplication intrachromosomique

Pour les révertants B259, B264, B282 et B286, cette procédure n’a pas pu être

utilisée car les copies résidente et dupliquée comigrent lors de la séparation des chro-

mosomes par électrophorèse en champs alternés. Dans ce cas, la marche sur le chromo-

some a été réalisée sur l’ADN génomique par l’analyse du profil de restriction BamHI

(procédure détaillée chapitre I §1.3.2.2.2). 

Les résultats pour la souche B286 montrent que seules les sondes Y J L 1 3 0 c

et YJL133w permettent d’obtenir un profil de restriction constitué de deux bandes.

AN E U P L O Ï D I E SE TT R A N S L O C AT I O N SN O N-R É C I P R O Q U E S 148



149 AN E U P L O Ï D I E SE TT R A N S L O C AT I O N SN O N-R É C I P R O Q U E S



Par contre la sonde correspondant à l’ORF YJL134c ne révèle qu’une seule bande. Ces

résultats indiquent que le segment dupliqué englobe la région codant le domaine

ATCase ainsi que les ORFs YJL130c à YJL133w. L’élément dupliqué présent chez le

révertant B286 a donc une taille d’environ 6 kb.

Par contre, pour les 3 autres souches (B259, B264, B282), l’hybridation avec

une sonde spécifique à l’ORF YJL134c montre par un profil à une bande que cette ORF

est encore élément de la duplication. Par conséquent, ces événements correspondent à

une duplication d’une taille supérieure à 6 kb.

Ainsi, la détermination de la taille des régions dupliquées présenes chez les

révertants diploïdes permet d’apporter des éléments de réponse quant aux remaniements

sélectionnés. En effet, d’une part, aucune duplication génique n’a été mise en évidence.

D’autre part, la majorité des duplications correspondent à des régions de grande taille

supérieure à 140 kb. Finalement, comme pour les souches haploïdes, la stratégie utilisée

permet uniquement de distinguer les duplications géniques des duplications segmen-

tales. Ainsi, la technique d’hybridation génomique comparative sur microarray sera

nécessaire afin de déterminer précisément cette caractéristique physique. 

4. Analyse de la séquence des sites d’insertion en amont de la région
dupliquée

Pour les 10 révertants porteurs d’une duplication interchromosomique d’une

taille égale ou supérieure à 140kb, deux hypothèses peuvent être envisagées. La première

impliquerait la duplication d’une grande partie du bras gauche du chromosome X cou-

vrant la région située entre le gène URA2 et incluant le télomère gauche. La seconde

serait que la duplication corresponde à un segment de 140kb englobant la région codant

l’ATCase ainsi qu’une série de gènes contigus n’incluant pas le télomère. 

Si l’on émet l’hypothèse que ces événements correspondent à une duplication de

segment, la viabilité à l’état haploïde est dépendante du site d’insertion de l’élément

dupliqué. Parmi ces souches diploïdes, deux types de ségrégation sont observés mettant

en avant des événements de duplication viables mais également létaux au niveau des

descendants haploïdes. Si la duplication s’insère dans un gène essentiel, cet événement

va interrompre le gène ce qui n’aura pas de conséquence dans une souche diploïde mais

entraînera la létalité à l’état haploïde. Par contre, si la duplication s’insère dans un gène

non essentiel ou dans une région intergénique, l’événement sera viable dans les deux

é t a t s : haploïde et diploïde. Afin de vérifier s’il y a une corrélation entre la viabilité et le
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site d’insertion des remaniements sélectionnés, l’identification du point de jonction en

amont des copies dupliquées a été réalisée par séquençage. Par ailleurs, la détermination

de ces points de jonction peut également apporter des indices permettant de proposer des

mécanismes conduisant à la duplication de séquences d’ADN dans une souche diploïde.

La jonction 5’de la région dupliquée a été clonée en utilisant la stratégie d’inser-

tion et d’excision de plasmide (procédure détaillée dans le chapitre I). La première étape

consiste à insérer un plasmide intégratif dans la région dupliquée en aval du point de

départ de la duplication. Dans une deuxième étape, le plasmide recombinant portant la

jonction inconnue est isolée puis caractérisée. 

L’analyse des jonctions montre que pour l’ensemble des révertants, la partie

dupliquée du gène URA2 s’est insérée dans une ORF (Tableau 4.2). Les gènes receveurs

sont dispersés dans le génome de Saccharomyces cerevisiae. De manière générale, l’in-

sertion se fait préférentiellement dans un gène non essentiel. Cette observation n’est

pas étonnante puisque seuls 17 % des gènes de la souche S288C de S. cere v i s i a e s o n t

e s s e ntiels à la survie de la cellule sur milieu complet (Winzeler et al., 1999).
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TABLEAU 4.2 –Caractéristiques des régions dupliquées présentes chez les 14 révertants diploïdes.
* Les gènes essentiels et non-essentiels sont indiqués entre parenthèses par respectivement (e) et (ne). 



Pour les révertants présentant une ségrégation de type 2 Ura- / 0 Ura
+

, l’inser-

tion dans un gène essentiel permettrait d’expliquer la non-viabilité des spores Ura
+

por-

teuses de l’événement de duplication segmentale à l’état haploïde. Or, sur 7 souches

ayant une ségrégation de ce type, seuls les révertants B264 et B326 présentent une

duplication interrompant un gène essentiel respectivement ILS1 et ENO2 (Tableau 4.2).

La létalité observée dans la descendance pour les 5 autres révertants ne peut être

expliquée par un événement de duplication segmentale.

De même, on peut observer dans la souche B284 (présentant une ségrégation de

type 2 Ura
+

/2 Ura-) l’interruption du gène YEF3 qui est essentiel à la survie cellulaire

(Tableau 4.2). Or, si l’événement correspond à une duplication de segment, l’insertion

de la région dupliquée doit se faire dans un gène non essentiel pour les révertants

diploïdes présentant ce type de ségrégation.

L’ensemble de ces données indiquent très clairement qu’il n’y a pas de corréla-

tion stricte entre la létalité à l’état haploïde et le site d’insertion. Par conséquent, les

remaniements sélectionnés ne semblent pas correspondre à des événements de duplica-

tion segmentale.

Il est également intéressant à noter qu’il n’y a pas de corrélation entre la

l o c a l isation chromosomique déterminée par hybridation des chromosomes séparés par

électrophorèse en champs alternés et le site d’insertion chromosomique déterminé

c i -dessus sauf pour la souche B286 (Tableau 4.2). Par exemple, pour la souche B038,

la région dupliquée d’une taille supérieure à 140 kb s’est insérée dans le chromosome

XIV ayant une taille de 785 kb. Suite à une duplication segmentale, le chromosome

résultant devrait donc avoir une taille supérieure à 925 kb. Or le chromosome porteur

de la séquence dupliquée a une taille équivalente au chromosome IX, c’est-à-dire 450

kb. Ces données montrent à nouveau que les remaniements présents chez les révertants

diploïdes (à l’exception de la souche B286) ne peuvent pas se résumer à une duplica-

tion d’un segment d’ADN suivi de son insertion.

À ce jour, le site d’insertion en 5’a été déterminé au nucléotide près pour 5 r é v e r-

tants (Fig. 4.4A), il est en cours de détermination pour les autres. Dans les souches

analysées, la jonction consiste en une fusion en phase entre la partie dupliquée du gène

URA2 et le gène receveur. Comme la fusion préserve la phase ouverte de lecture, un

gène mosaïque composé de l’extrémité 5’du gène tronqué et de l’extrémité 3’dupliquée

du gène URA2 est formé. Nous avons recherché la présence d’identité de séquence entre
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la région receveuse et la partie dupliquée du gène URA2 à la jonction. Les jonctions

présentent des courtes régions de similarité de séquence comprises entre 3 pb et 17 pb

(Fig. 4.4B). Par ailleurs, comme pour les remaniements observés à l’état haploïde,

l’analyse des jonctions montre que le point de départ des copies dupliquées est variant

d’une souche à l’autre. Il est toujours localisé en aval des trois mutations de l’allèle ura2

15-30-72. Cependant, il n’est pas unique et peut être localisé soit à la fin de la région

codant la CPSase ou dans la région codant le domaine cryptique DHOase-like.

En conclusion, l’analyse des sites d’insertion des régions dupliquées indique très

clairement qu’il n’y a pas de corrélation stricte entre la viabilité et le site d’insertion.

Ces données ne semblent pas être en faveur de l’hypothèse de la duplication segmentale

mais plutôt en faveur de la duplication de bras de chromosome. Cependant, un tel

événement doit forcément impliquer d’autres éléments chromosomiques comme un

centromère et un autre télomère pour que cette région dupliquée puisse être préservée

au sein du génome. Ainsi, une analyse globale du nombre de copies de gène par l’utili-

sation de la technique d’hybridation génomique comparative permettra de vérifier d’une

part s’il s’agit bien d’une duplication de bras de chromosome et d’autre part de voir

quelles sont les chromosomes impliqués dans ces remaniements génomiques.

5. Analyse globale du nombre de copies de gènes par hybridation
génomique comparative par microarray

Dans une première étape, une analyse globale du nombre de copies de chaque

gène a été entreprise chez 6 souches ayant une ségrégation de type 2 Ura
+

/ 2 Ura- e t

chez 2 souches (B025 et B132) ayant une ségrégation de type 2 Ura-. Pour cela, nous

avons utilisé la technique d’hybridation génomique comparative par microarray

(array CGH) déjà utilisée pour la détermination de la taille des événements de dupli-

cation segmentale chez les révertants haploïdes (Winzeler et al., 1999). Basée sur

l’hybridation d’ADN génomique sur microarrays, cette technique permet de détecter

le changement du nombre de copies de gènes (délétion ou duplication) d’une souche

par rapport à une souche de référence. En effet, l’intensité de l’hybridation de chaque

ORF est proportionnelle au nombre de copies dans une souche donnée. Dans notre

étude, cette technique nous a permis de comparer le changement du contenu

génomique entre les révertants et la souche diploïde ayant permis de les sélectionner

(chapitre II). 

L’ADN génomique de chacun des 8 révertants a été hybridé sur microarray et
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comparé à la souche ancestrale diploïde homozygote a / ura2 15-30-72. Le ratio de

l’intensité du signal entre chaque révertant et la souche diploïde homozygote a / u r a 2

15-30-72 a été déterminé pour chaque ORF. Un graphique du ratio en fonction de la

localisation chromosomique a été tracé pour chacun des révertants.

Chez les 8 révertants, les résultats montrent que tout le segment chromo-

somique localisé en aval du gène URA2 (YJL130c) sur le chromosome X est

dupliquée (Fig. 4.5). Les éléments dupliqués ont donc une taille d’environ 168 kb

couvrant la région allant de l’ORF YJL130c jusqu’à la région télomérique gauche.

Ces données montrent que les événements de duplication présents chez les 8 réver-

tants analysés correspondent à une duplication du bras gauche du chromosome X à

partir du gène U R A 2. 
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FIGURE 4.5 –Caractérisation des gènes dupliqués du chromosome X chez les révertants diploïdes. 
Représentation graphique des résultats de l'hybridation génomique comparative sur microarray pour l'ensemble
du chromosome X de la souche B038. 
Les révertants B066, B199, B219, B259, B284,B025 et B132 présentent exactement le même profil.



De plus, dans les 6 souches ayant une ségrégation de type 2 Ura+ / 2 Ura-, l’hy-

bridation génomique comparative a permis de mettre en évidence la duplication d’une

région localisée sur un autre chromosome que le chromosome X. Cette région comprend

un bras chromosomique complet, le centromère ainsi qu’une partie incomplète de

l’autre bras (Fig. 4.6). En fonction du révertant, la duplication implique les chromo-

somes VII, XII, XIII ou XIV. La caractéristique génomique de ces 6 souches est donc

d’avoir d’une part la duplication du bras gauche du chromosome X (avec URA2 comme

origine) et d’autre part la duplication d’une partie d’un autre chromosome (comprenant

un bras entier et un centromère). L’explication la plus simple, rendant compte de ces

résultats, est la formation d’un nouveau chromosome chimérique qui réunit ces deux

segments chromosomiques dans chacune de ces souches. Les sites d’insertion déter-

minés précédemment permettent de vérifier cette hypothèse. En effet, les points de jonc-

tion correspondent dans toutes les souches à la réunion des deux régions dupliquées. La

taille de ces chromosomes chimères obtenue en additionnant les deux régions

dupliquées est égale à celle du chromosome porteur de la région dupliquée révélée lors

de l’hybridation de caryotype électrophorétique (Tableau 4.3).
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TABLEAU 4.3 –Estimation de la taille des chromosomes porteurs de la séquence ATCase dupliquée.
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FIGURE 4.6 –Duplication d'une région localisée sur un autre chromosome que le chromosome X. 
Représentation graphique des résultats de l'hybridation génomique comparative sur microarray.



L’ensemble de ces données mettent en évidence que ces 6 souches sont des

aneuploïdes possédant un chromosome chimère supplémentaire (Fig. 4.8A).

Dans les deux souches (B025 et B132) présentant une ségrégation de type 2

U r a-, l’hybridation génomique comparative met également un autre remaniement en

é v i d e n c e : la délétion d’un bras d’un autre chromosome, respectivement du chromo-

some VII et XII (Fig. 4.7). La caractéristique génomique de ces 2 souches est donc

d’avoir d’une part la duplication du bras gauche du chromosome X (avec U R A 2

comme origine) et d’autre part la délétion d’un bras d’un autre chromosome. Là

encore, l’explication la plus simple serait la formation d’un chromosome chimère par

une translocation non-réciproque. Les points de jonction permettent à nouveau de

vérifier cette hypothèse car ils correspondent à la réunion du bras gauche du chro-

mosome X et du chromosome ayant perdu une partie d’un de ces bras. Nous avons

également estimé la taille des chromosomes chimères formés en additionnant la

région dupliquée à celle du chromosome ayant été délété (Tableau 4.3). Dans les 2

cas (B025 et B132), la taille ainsi obtenue est égale à celle du chromosome porteur

de la copie dupliquée révélé lors de l’hybridation de caryotype électrophorétique

( Tableau 4.3). L’ensemble de ces données mettent en évidence que les 2 souches

analysées présentent un chromosome chimère issu d’un événement de translocation

non-réciproque (Fig. 4.8B).
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FIGURE 4.7 –Délétions présentes chez les révertants B025 et B132.
Représentation graphique des résultats de l'hybridation génomique comparative sur microarray.
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5 souches (B177, B264, B267, B326 et B328) restent à être analysées par microarray

CGH. Ces révertants présentent une ségrégation de type 2 Ura- et semblent être le siège

d’un événement de translocation non-réciproque comme B025 et B132. En effet, en se

basant sur les points de jonction, nous avons estimé la taille des chromosomes chimères

formés en additionnant la région dupliquée au chromosome dont une partie serait

délétée. Dans tous les cas, la taille estimée est en corrélation avec la taille du chromo-

some porteur de la copie dupliquée du domaine codant l’ATCase déterminée précédem-

ment (Tableau 4.3). Une analyse globale des copies de gènes par array CGH permettra

de confirmer cette hypothèse.
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FIGURE 4.8 –Remaniements présents chez les révertants diploïdes.
(A) Duplication d'un chromosome chimère.
(B) Translocation non-réciproque.



6. Détermination du site d’insertion en aval du segment dupliqué pour le

révertant B286

Concernant le révertant B286, la détermination de la taille montre que

l’événement correspond à une duplication d’un segment d’environ 6 kb. Ce révertant

n’a pas été analysé de la même manière que les autres souches portant un chromo-

some chimère. Nous nous sommes donc intéressés à la détermination de la jonction

située en aval du segment dupliqué. Connaissant l’extrémité 3’ de la région

dupliquée et le site d’insertion chromosomique en 5’, nous avons choisi des oligonu-

cléotides pour amplifier et séquencer la jonction 3’du segment dupliqué (Fig. 4.9).

Le segment s’étend de la partie dupliquée du gène U R A 2 (YJL130c) jusqu’à l’ORF

Y J L 1 3 3 w. De plus, ce segment est inséré dans la région intergénique située dans

l’ORF Y J L 1 3 3 c - A (Fig. 4.9). Ainsi, deux oligoncléotides ont été choisis: l’un spéc i f i q u e

à l’ORF YJL133w (correspondant à la fin du segment) et l’autre spécifique à l’ORF

YJL134w (l’ORF contigu au site d’insertion en 5’ dans la souche ura2 15-30-72)

afin d’amplifier la jonction (Fig. 4.9). Ces oligonucléotides ont effectivement permis

d’amplifier un fragment qui a été séquencé. La comparaison de séquences montre

que la jonction située en 3’correspond à la région sauvage comprise entre les ORFs

YJL133w et Y J L 1 3 3 c - A chez la souche ancestrale ura2 15-30-72. L’ensemble de ces

données permettent de conclure que l’événement correspond à une duplication en

tandem direct similaire à celles isolées à partir de la souche haploïde ura2 15-30-72

(chapitre III).
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FIGURE 4.9 –Duplication segmentale en tandem direct chez le révertant B286.
Les flèches rouges correspondent aux oligonucléotides ayant permis d'amplifier la jonction 3’.
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DISCUSSION

Dans ce chapitre, nous nous sommes focalisés sur l’étude des événements de

duplication sélectionnés à partir la souche diploïde homozygote a/ ura2 15-30-72

(Tourrette, 2004) dans le but d’avoir une vision globale sur la formation des duplica-

tions au sein du génome de Saccharomyces cerevisiae. Une telle étude se justifie car la

ploïdie induit forcément un biais dans la sélection des événements et doit être prise en

compte. Par exemple, lorsque l’on utilise une cellule haploïde, les événements entraî-

nant la perte d’un gène ou d’un segment d’ADN essentiel rendent la cellule non viable

et ne peuvent donc pas être sélectionnés. 

Au niveau haploïde, nous avons mis en évidence deux types de duplication bien

distincts : la duplication génique et la duplication segmentale. Parmi la collection des

14 révertants diploïdes analysés, seul un révertant (souche B286) présente un événe-

ment de duplication segmentale similaire à ceux observés à l’état haploïde. L’analyse

des 13 autres révertants a permis de mettre en évidence deux autres moyens par lesquels

une séquence d’ADN peut se dupliquer : la duplication de bras de chromosome et la

duplication de chromosome chimère entier. Ces données apportent une preuve

expérimentale quant à l’importance de la ploïdie dans l’émergence de réarrangements

c h r omosomiques. 

L’analyse du révertant B286 montre que l’événement de duplication correspond

à une duplication segmentale intrachromosomique en tandem direct. Le segment

dupliqué a une taille d’environ 5 kb couvrant une région située entre les ORFs YJL130c

et YJL133w. Nous avons montré que l’élément dupliqué s’est inséré au niveau de l’ORF

YJL133c-A. La séquence ATCase est fusionnée en phase avec la partie 5’de ce gène

non essentiel et doit ainsi bénéficier de son promoteur. De plus, seule une courte iden-

tité de séquence (7pb) a été mise en évidence à la jonction. Cette duplication est simi-

laire en tout point à celles trouvées chez les souches haploïdes analysées. Sa formation

est donc indépendante de la ploïdie et peut s’expliquer par le modèle proposé dans le

chapitre III impliquant un mécanisme de type BIR (break-induced replication). 

Par contre, aucune duplication génique médiée par un mécanisme de rétroposi-

tion n’a été mise en évidence dans les 14 révertants analysés. Ce résultat n’est cepen-

dant pas surprenant. En effet, les cellules diploïdes a/ produisent dix fois moins

d’ARNm Ty1 que les cellules haploïdes en raison de la fixation du répresseur

hétérodimérique a1/α2, spécifique des cellules diploïdes, sur un site de liaison situé en
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aval du démarrage de la transcription dans la séquence Gag (Errede et al., 1987 ;

Company and Errede, 1987). Cette répression entraîne une diminution importante de la

synthèse de réverse transcriptase, inhibant ainsi fortement la transposition (Xu and

Boeke, 1991). Ainsi, dans une cellule diploïde, un mécanisme de duplication génique

médié par la transcription réverse de l’ARNm est très peu envisageable.

L’analyse moléculaire des révertants diploïdes a permis de mettre en évidence

d’autres moyens permettant la duplication de séquences d’ADN : l’aneuploïdie et la

translocation non-réciproque. Dans les deux cas de figure, il y a formation d’un chro-

mosome chimère qui permet la réactivation fonctionnelle du domaine ATCase.

Pour les deux souches B025 et B132, l’analyse moléculaire montre que ces

souches ont été le siège d’une translocation non-réciproque. En effet, les résultats de

l’hybridation génomique comparative montrent d’une part la duplication du bras gauche

du chromosome X à partir du gène U R A 2 et d’autre part la délétion d’un bras d’un autre

chromosome, respectivement du chromosome VII et XII. La détermination des points de

jonction permet de vérifier que le bras gauche du chromosome X est réuni au chromo-

some ayant perdu une partie d’un de ces bras. Par ailleurs, la ségrégation observée pour

ces deux souches est de type 2 spores viables et 2 spores non-viables. Les deux spores

viables ont un phénotype Ura- c’est-à-dire que les spores Ura+ porteuses de l’événement

de duplication ne sont pas viables à l’état haploïde. La ségrégation observée est en accord

avec le remaniement qui s’est produit. En effet, les spores Ura+ sont porteuses de la copie

fonctionnelle c’est-à-dire du chromosome chimère et ont par conséquent perdu une part i e

de l’information génétique (Fig. 4.8). La partie délétée contenant des gènes essentiels,

les spores Ura+ ne sont pas viables. Dans ce cas, il est évident que ce type de

remaniement n’aurait pas pu être sélectionné à partir d’une souche haploïde. Pour les 5

autres révertants présentant la même ségrégation, une analyse d’hybridation génomique

comparative permettra vraisemblablement d’arriver aux mêmes conclusions.

Pour les 6 autres souches ayant une ségrégation de type 2 Ura+ / 2 Ura-,

l’analyse moléculaire montre que le génome contient un chromosome chimère sur-

numéraire. L’hybridation génomique comparative a permis de mettre en évidence en

plus de la duplication du bras gauche du chromosome X, la duplication d’une région

d’un autre chromosome comprenant un bras chromosomique complet et une structure

centromérique. Dans ce cas de figue, la réunion permet également l’apport d’un promo-

teur à la séquence dupliquée codant le domaine ATCase. Là encore, la ségrégation
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observée reflète le remaniement sélectionné. En effet, les spores Ura+ possèdent le chro-

mosome chimère surnuméraire, et contrairement à l’événement de translocation, il n’y

a pas de perte de matériel génétique et par conséquent, elles sont viables (Fig. 4.8). 

Finalement, dans les deux cas : translocation ou aneuploïdie, la réactivation est

engendrée par la présence d’un chromosome chimère. La réunion du bras gauche du

chromosome X à un autre chromosome permet l’apport d’un promoteur à la région

codant le domaine ATCase. Dans ces révertants, la jonction consiste en une fusion en

phase entre la partie dupliquée du gène URA2 et le gène receveur (essentiel ou non).

Comme la fusion préserve la phase ouverte de lecture, un gène mosaïque composé de

l’extrémité 5’du gène tronqué et de l’extrémité 3’dupliquée du gène URA2 est formé.

Ces fusions constituent un exemple d’émergence de nouvelles fonctions, comme nous

l’avons mentionné pour les duplication de segments. Cependant, ce type de réarrange-

ments est également impliqué dans la progression tumorale chez l’homme comme par

exemple dans la formation du chromosome Philadelphie impliqué dans les leucémies

myéloïdes (Stam et al., 1985). Ce chromosome chimère résulte d’une translocation

réciproque entre un chromosome 22 et un chromosome 9. Ce réarrangement conduit à

une fusion entre les gènes ABL et BCR. Contrairement à la protéine normale, cette pro-

téine de fusion a une forte activité tyrosine-kinase. Il en résulte une division cellulaire

incontrôlée dans les cellules affectées et un développement tumoral.

Si on regarde de plus près les deux événements sélectionnés : chromosome

chimérique surnuméraire et translocation non-réciproque, les mécanismes qui doivent

être à l’origine de ces remaniements sont identiques. En effet, le point de départ pour

ces deux types de remaniements est la formation d’un chromosome chimère par translo-

cation non-réciproque. Si au cours de la mitose, la rétention du chromosome chimère en

plus du jeu normal de chromosomes se fait, on aboutit à une aneuploïdie. La cause de

rétention est certainement la non-disjonction au cours de la mitose comme c’est le cas

dans la majorité des cas d’aneuploïdie. Cette non-disjonction correspond à un défaut du

processus de ségrégation des chromosomes.

Ainsi, la question est de savoir comment ces chromosomes chimères ont pu se

former. Dans les deux types de remaniements sélectionnés à partir d’une souche

diploïde homozygote a/ ura2 15-30-72, aucune longue séquence homologue n’est

trouvée à la jonction suggérant que les mécanismes impliqués dans leur formation sont

indépendants de la recombinaison homologue. 
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Plusieurs hypothèses peuvent être formulées pour expliquer la formation de chro-

mosomes chimères. Dans le cadre des translocations réciproques, deux cassures double-b r i n

sont nécessaires selon les modèles décrits (revue de Pâques & Haber, 2000) pour la forma-

tion de chromosomes chimères. La réparation par échange de bras de chromosomes peut

se faire soit par recombinaison homologue (Potier et al., 1982; Fasullo and Davis, 1988),

soit par recombinaison non-homologue (Yu and Gabriel, 2004). Ces événements de translo-

cations réciproques entraînent la présence de deux chromosomes chimères au sein du

génome. Cependant, un tel mécanisme n’est pas envisageable pour les révertants sélection-

nés à partir du système U R A 2 car leur génome ne possède qu’un seul chromosome chimère.

Un mécanisme de type BIR « break induced replication» peut expliquer la for-

mation d’un seul chromosome chimère au sein d’un génome c’est-à-dire qu’il peut être

à l’origine d’un événement de translocation non-réciproque (Malkova et al., 1996 ;

Morrow et al., 1997; Ira and Haber, 2002; Davis and Symington, 2004). Ce processus

permet la réparation d’une cassure double brin via les mécanismes impliqués dans la

réplication (Fig. 4.10). La fourche de réplication du chromosome ayant subi une cassure

va envahir un autre chromosome afin de reformer une structure chromosomique stable.

Il va se servir du chromosome envahi comme matrice depuis la cassure jusqu’au télo-

mère du chromosome matrice. De cette façon, le chromosome ayant subi la cassure dou-

ble-brin perd le segment allant de la cassure jusqu’à son extrémité et reçoit en échange

le segment de chromosome qu’il a recopié sur le chromosome matrice qui dès lors est

dupliqué. Ce mécanisme peut ainsi conduire à une duplication de bras de chromosome

couplé à la perte d’un bras du chromosome receveur du bras dupliqué. 

Un mécanisme de type BIR (break-induced replication) pourrait donc permettre

la formation d’un seul chromosome chimérique en l’absence de longue séquence homo-

logue. Les jonctions présentent de courtes régions de similarité de séquence (7-15 pb).

Une sélection de révertants dans un contexte génétique affectant ce mécanisme serait

nécessaire pour confirmer cette hypothèse comme par exemple rad27.

En conclusion, la sélection à partir de la souche diploïde homozygote a/ ura2

15-30-72 permet effectivement d’avoir une vision globale sur les événements de dupli-

cation et de compléter les résultats obtenus à l’état haploïde. Pour les révertants hapl o ï d e s ,

la duplication génique et la duplication segmentale sont les médiateurs de la duplication de

séquences d’ADN. Par contre, pour les révertants diploïdes, ce rôle est assuré par la

formation d’un chromosome chimère conduisant à l’aneuploïdie ou à la t r a n s l o c a t i o n

n o n - r é c i p r o q u e .
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FIGURE 4.10 –Modèle de réparation d'une cassure double brin par un mécanismes de type BIR 
( B reak Induced Replication).



RÉSUMÉ

L’accumulation de séquences partielles ou complètes de génomes a permis

d’ouvrir de nouveaux horizons. En effet, le séquençage n’est pas un but final, mais

p e rmet d’initier de nombreuses études et notamment de génomique comparative. Suite

au séquençage de nombreuses levures hémiascomycètes, nous nous sommes intéressés

à l’évolution des gènes paralogues URA5 et URA10. Ces gènes appartiennent au bloc

ancestral 36 de duplication défini par Wolfe et Shield (1997) et sont donc issus de la

duplication totale du génome. L’ensemble des séquences disponibles nous a donné

l ’ o pportunité de suivre l’évolution de ces copies de gènes au sein de génomes couvrant

l’ensemble de l’arbre phylogénétique des hémiascomycètes. Les résultats ont permis de

mettre en évidence que ces gènes paralogues présents chez Saccharomyces cerevisiae

ont pu évoluer différemment après la duplication au sein des autres espèces hémiasc o m y -

cètes. Le gène URA5 semble corre s p o n d re à la copie garante de la fonction originelle

alors que le gène URA10 correspond à la copie ayant évolué sans pression de sélection.

De plus, la présence des deux gènes URA5 et URA10 peut servir de marqueur de la

polyploïdisation et permettre de dater cet événement.

5 LES PARALOGUES URA5 ET URA10 :
ÉVOLUTION DE DEUX GÈNES ISSUS DE LA
DUPLICATION COMPLÈTE DU GÉNOME
DE SACCHAROMYCES CEREVISIAE



INTRODUCTION

La comparaison est une stratégie très utilisée depuis bien longtemps pour l’étude

et la compréhension du vivant. L’anatomie comparée a permis depuis l’antiquité

l ’ é l a boration de classifications du monde vivant conduisant par la suite aux premières

théories de l’évolution. À l’heure actuelle, l’accumulation de séquences complètes de

génomes permet d’utiliser cette stratégie de comparaison au niveau moléculaire. On

parle alors de génomique comparative. Elle repose sur le fait que les génomes d’espèces

phylogénétiquement proches présentent une similarité de séquence importante. Deux

organismes avec un ancêtre commun proche phylogénétiquement vont avoir des

génomes qui vont être construits sur des fondations communes avec différentes spéci-

ficités pour chaque espèce. Plus les organismes seront proches sur l’échelle évolutive,

plus leurs génomes seront architecturalement proches (Nadeau and Sankoff, 1998).

Après un événement de spéciation, les génomes des nouvelles espèces vont accumuler

des réarrangements au cours du temps. La colinéarité entre les chromosomes homlogues

des différentes espèces va être rompue par des événements de translocation, de duplica-

tion, de délétion ou d’inversion (Nadeau and Taylor, 1984). Ainsi, la comparaison des

génomes de deux espèces très distantes sur l’échelle évolutive va être très difficile, voire

impossible, car l’accumulation de réarrangements va conduire à la disparition de toute

base commune c’est-à-dire à la perte de toute synténie entre ces deux espèces. Pour que

la comparaison de l’architecture génomique puisse dévoiler les mécanismes de

dynamique chromosomique et à plus long terme de spéciation, il faut pouvoir com-

p a rer des espèces relativement proches pour lesquelles une conservation au moins par-

tielle de synténie peut être observée.

Cependant, après le séquençage de S. cerevisiae, les programmes se sont tournés

vers le séquençage d’autres organismes modèles : C. elegans, D. melanogaster, A.

thaliana, H. sapiens appartenant à des branches évolutives assez éloignées. La com-

paraison intergénomique sur le plan de l’architecture des génomes s’avère très difficile.

Ces dernières années, le séquençage d’organismes plus proches, notamment dans le

groupe des levures hémiascomycètes, a permis d’initier la comparaison de génomes

phylogénétiquement plus proches. Les analyses comparatives concernant le groupe des

hémiascomycètes initiées par le programme Génolevures sont dans ce domaine exem-

plaires (Souciet et al ., 2000 ; Kellis et al ., 2003 ; Cliften et al ., 2003 ; Dujon et al. ,

2004).
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Les génomes des levures hémiascomycètes présentent, comme celui de S. cere -

visiae, une compacité remarquable, un faible nombre d’éléments répétés non codants et

un faible nombre d’introns. Ces caractéristiques facilitent l’identification des ORFs

dans ces levures. Bien que ces génomes diffèrent par leur taille avec ceux des eucaryotes

supérieurs, tous ces organismes partagent un grand nombre de structures et de fonctions

biologiques essentielles comme le cycle cellulaire, le cytosquelette, un grand nombre de

voies métaboliques… De plus, la comparaison de l’architecture génomique des hémi-

a scomycètes permet de suivre le processus évolutif au sein de ce groupe.

Le programme Génolevures-I fut le premier projet d’exploration génomique de 13 l e vures

(Fig. 5.1) couvrant l’arbre évolutif des hémiascomycètes, l’espèce la plus éloignée

p h ylogénétiquement de Saccharomyces cerevisiae étant Yarrowia lipolytica (Souciet et

al., 2000). Cette exploration génomique avait pour but d’obtenir des signatures d’un

nombre de gènes de chaque espèce étudiée et, ceci, par un séquençage aléatoire avec

une couverture 0,2× ou 0,4× équivalent génome, par la stratégie de RST (Random

Sequence Tag) (Ozier-Kalogeropoulos et al., 1998). Ces signatures ont permis de mettre

en évidence :

- les principales classes fonctionnelles de gènes présents dans chaque espèce ;

- la conservation de synténie avec S. cerevisiae ;

- la proportion de duplication au sein de chaque espèce ;

- et finalement les gènes spécifiques des ascomycètes.

Plus récemment, le séquençage avec une faible couverture (3× à 7x équivalent

génome) d’espèces (Fig. 5.1) très proches de S. cere v i s i a e a été réalisé (Kellis et al . ,

2003; Cliften et al., 2004). Parmi les levures séquencées, on en trouve 4 faisant part i e s

du groupe des S a c c h a romyces sensu stricto (S. paradoxus, S. mikatae, S. kudrivzenii e t

S. bayanus). La majorité des gènes de S. cere v i s i a e a un orthologue dans chaque espèce

et les blocs synténiques couvrent plus de 90 % de leur génome. La comparaison de ces

espèces a également permis de mettre en évidence les séquences régulatrices très con-

servées. Par ailleurs, la comparaison de l’architecture des génomes montre l’ensemble

des réarrangements comme les translocations, les inversions, les insertions et les dupli-

cations qui sont responsables de la dynamique chromosomique au niveau de ces

e s p è c e s .
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FIGURE 5.1 – Arbre phylogénétique des levures hémiascomycètes.
Les banques de données utilisées sont :
- SGD (Saccharomyces Genome Database, Stanford, USA) h t t p : / / g e n o m e - w w w. s t a n f o rd . e d u / S a c c h a ro m y c e s/
- Génolevures http://cbi.labri.fr/Genolevures/
- MIT(Massachusetts Institute of Technology) h t t p : / / w w w. b ro a d . m i t . e d u / a n n o t a t i o n / f u n g i / c o m p _ y e a s t s/
- WshU (Genome Sequencing Center, St Louis, USA) http://www.genome.wustl.edu/projects/yeast/
- AGD (Ashbya Genome Database) http://agd.unibas.ch
* duplication totale du génome
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En parallèle, d’autres levures plus distantes de S a c c h a romyces cere v i s i a e o n t

été séquencées : 4 complètement (Dujon et al., 2004) et 2 avec une faible couverture

(Cliften et al., 2004 ; Kellis et al., 2004). L’ensemble de ces données va permettre de

compléter avantageusement les analyses de génomique comparative déjà initiées pour

ce groupe d’espèces phylogénétiquement proches. Ils vont également pouvoir être le

point de départ de nombreuses expériences en laboratoire. Actuellement, les expéri-

mentations génomiques génèrent beaucoup de données sur les organismes vivants par

des approches systématiques telles que l’analyse de transcriptome, protéome… qui

peuvent être réalisées à grande échelle, donc à haut débit, et qui ne sont pas forcément

dépendantes d’une hypothèse de travail (Brent, 2000). La collection de données issues

de ces expérimentations n’est pas le but ultime mais une étape nécessaire à la connais-

sance du vivant.

Comme nous l’avons déjà mentionné (introduction § 6.1.4), l’analyse de la

séquence complète du génome de S a c c h a romyces cere v i s i a e a révélé la présence de

blocs de duplication qualifiés de « f o s s i l e s » c’est-à-dire correspondant aux traces

d’un événement de duplication ancestrale. Wolfe e t a l . (1997) ont émis l’hypothèse

qu’il se serait produit une duplication totale du génome, ancienne, suivie d’événe-

ments de translocations et de délétions de certains fragments chromosomiques. Les

données du séquençage récent des levures K l u y v e romyces waltii et Ashbya gossypii

ont permis de confirmer sans ambiguïté que les blocs de duplication sont issus d’une

duplication complète de génome (Kellis et al., 2004 ; Dietrich et al., 2004). A p r è s

l’événement de duplication, le génome aurait subi une centaine de translocations

réciproques (Seoighe, 1998). De plus, près de 90 % des gènes dupliqués auraient été

perdus après l’événement de polyploïdie. Seuls 500 homologues auraient été con-

servés dans le génome actuel de S . c e re v i s i a e. Ces 500 gènes dupliqués survivants

sont répartis en 2 groupes. Le premier est constitué par les gènes paralogues dont les

séquences n’ont pas divergé. Ils ont été retenus pour leur avantage sélectif lié au

dosage génique. Ce groupe comporte, par exemple, les gènes codant les protéines

ribosomiques ainsi que les facteurs d’élongation. Le second groupe, plus important

quantitativement et plus intéressant, comporte les gènes qui ont divergé en séquence.

Ces paralogues ayant divergé asymétriquement peuvent potentiellement évoluer de

d i fférentes manières : pseudogénéisation, subfonctionalisation ou néofonctionalisa-

tion (introduction § 5).

LES PARALOGUES URA5 ET URA10



Dans ce chapitre, nous nous sommes intéressés à l’évolution d’une paire de

gènes paralogues: U R A 5 (YML106w) et U R A 1 0 (YMR271c) qui font partis du groupe

des 500 gènes conservés après l’événement de duplication totale. L’ensemble des

séquences disponibles (Fig. 5.1) permet de suivre l’évolution de ces copies de gènes

au sein de génomes couvrant l’ensemble de l’arbre phylogénétique des hémiascomy-

cètes. Cette étude est intéressante à plusieurs titres. D’une part, ces gènes paralogues

présents chez S a c c h a romyces cere v i s i a e pourraient permettre de suivre l’évolution dif-

férentielle de séquences d’ADN dupliquées au sein du groupe des levures hémiasc o m y-

cètes. D’autre part, la présence des deux gènes paralogues comme U R A 5 et U R A 1 0

pourrait servir de marqueur de la polyploïdisation et permettre de dater cet événement.

1. LE S G È N E S U R A 5 ( Y M L 1 0 6W) E T U R A 1 0 ( Y M R 2 7 1C) D E

SACCHAROMYCES CEREVISIAE

1.1. Fonction et régulation

Chez Saccharomyces cerevisiae, le gène URA5 intervient dans la voie de biosyn-

thèse des pyrimidines (Fig. 5.2). Il code l’OMP pyrophosphorylase (OMPpase) qui

catalyse la transformation de l’acide orotique en OMP. Une mutation dans ce gène con-

duit à un phénotype bradytrophe pour l’uracile caractérisé par une croissance lente sur

milieu minimum. Ce résultat a permis de conclure qu’il existait une autre enzyme chez

S. cerevisiae qui portait une activité OMPpase (Jund and Lacroute, 1972). Le clonage

de l’ADN codant pour l’OMPpase, par complémentation d’auxotrophie chez la levure,

a permis de mettre en évidence un second gène URA10 qui code une isoenzyme

OMPpase (de Montigny et al., 1990). L’analyse des séquences montre qu’il existe 75 %

de similitude entre les protéines codées par les gènes URA5 et URA10. Un mutant de

délétion ura10 n’a pas de phénotype particulier mais présente une activité OMPpase

plus faible qu’une souche sauvage. L’enzyme codée par le gène U R A 1 0 intervient pour

20 % dans l’activité OMPpase totale. Par contre, le double mutant ura5 ura10 e s t

a u xotrophe à l’uracile.

Les études de la transcription de ces deux gènes montrent que URA5 n’est pas

régulé par un des produits de la chaîne de biosynthèse. Par contre URA10 semble être

régulé par le complexe formé par la protéine PPR1 et l’acide dihydroorotique qui induit

également l’expression des gènes URA4, URA1 et URA3 (Fig. 5.2).
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FIGURE 5.2 – Voie de biosynthèse de novo des pyrimidines. 



Les gènes paralogues URA5 etURA10 sont un exemple de gènes dupliqués mis

en évidence par de Montigny et al. (1990) avant le séquençage complet de S. cere v i s iae

(Goffeau et al., 1996). De plus, ces deux gènes présentant des différences de régulation

de leur expression constituent un exemple de subfonctionnalisation.

1.2. URA5 et URA10 sont éléments du bloc de duplication 36

Les gènes URA5 (YML106w) et URA10 (YMR271c) sont situés respectivement

sur les bras gauche et droit du chromosome XIII et plus particulièrement dans le bloc

de duplication 36défini par Wolfe et Shield (1997) (Fig. 5.3). Ce bloc composé de deux

régions dupliquées contient 6 paires de gènes paralogues. La première région de 40 kb

contenant le gène URA5 possède en plus des 6 gènes ayant un paralogue, 13gènes non

dupliqués. La seconde région, quant à elle, possède en plus des 6 gènes, 19 gènes non

dupliqués et a une taille d’environ 50kb.

La duplication complète du génome a engendré deux copies d’une région

a n c e strale contenant au moins 38gènes: les 32gènes non dupliqués et les 6paralogues.

Cet événement a été suivi d’une série de délétions asymétriques dans les deux régions

conduisant à la présence de 32 gènes non dupliqués. Ces deux régions initialement

situées sur deux chromosomes différents après la duplication se retrouvent chacun sur

un bras du chromosome XIII. De plus, l’orientation des deux régions par rapport au cen-

tromère est conservée. L’ensemble de ces données suggère qu’en plus des délétions

asymétriques un événement de type translocation a conduit à la situation actuelle.

LES PARALOGUES URA5 ET URA10 174

FIGURE 5.3 –Localisation chromosomique des gènes paralogues URA5 et URA10.
Représentation des deux régions dupliquées appartenant au bloc 36 défini par Wolfe et Shield (1997).
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2. LE S G È N E S U R A 5 E T U R A 1 0 C H E Z L E SA U T R E S L E V U R E S H É M I A S C O M Y-
C È T E S S É Q U E N C É E S

2.1. Recherche des orthologues des gènes URA5 et URA10

Les gènes homologues ont été identifiés par similarité de séquence des protéines

codées prédites avec celles de S. cerevisiae à l’aide de méthodes heuristiques comme le

fait le programme BLAST (Altschul et al., 1990). Ces algorithmes ont permis de

rechercher des éléments similaires aux séquences des protéines Ura5p et Ura10p grâce

aux banques de données issues des séquençages partiels ou complets de génomes de

levure hémiascomycètes. Dans un premier temps, cette recherche a permis de voir si les

deux copies de gènes : URA5 et URA10 étaient présentes chez toutes les levures hémi-

ascomycètes (Tableau 5.1). Les résultats mettent en évidence l’absence d’une des deux

copies chez un certain nombre d’espèces. Chez le genre Saccharomyces, deux espèces :

S. mikatae et C. glabrata ne possèdent qu’une seule copie de gène. Il en est de même

chez l’ensemble des espèces situées sur l’arbre phylogénétique après l’espèce S. castel -

lii.

LES PARALOGUES URA5 ET URA10

TABLEAU 5.1 –Nombre d'homologues aux gènes URA5 et URA10 de S. cerevisiae dans le génome 
des autres levures hémiascomycètes séquencés.



L’absence d’une des copies peut s’expliquer par deux hypothèses bien distinctes.

La première hypothèse serait que le génome de l’espèce considérée ne soit pas issu de

l’ancêtre commun avec S a c c h a romyces cere v i s i a e ayant dupliqué son génome. Par con-

séquent, le génome de ces espèces ne possèderait pas les deux régions dupliquées portant

chacune un des gènes homologues. Ces espèces possèderaient donc une seule copie. Cette

hypothèse pourrait effectivement expliquer la situation observée dans l’ensemble des

espèces situées sur l’arbre phylogénétique après S. castellii ( Tableau 5.1). En eff e t ,

l’événement de polyploïdie a eu lieu, d’après Wolfe et Shield, après la divergence entre

les genres S a c c h a romyces et K l u y v e romyces ( Wolfe and Shield, 1997). De plus, les don-

nées issues du séquençage permettent à l’heure actuelle d’affirmer que S. cere v v i s i a e e s t

issu d’un ancêtre ayant dupliqué son génome alors que K. waltii (Kellis et al., 2004) et

A. g o s s i p y (Dietrich et al., 2004) ne le sont pas permettant d’expliquer la différence du

nombre de copies.

La seconde hypothèse serait que l’espèce considérée soit effectivement issue de

l’ancêtre commun avec Saccharomyces cerevisiae ayant dupliqué son génome mais que

l’une des deux copies ait suivi un processus de nonfonctionnalisation. Cette absence

peut alors s’expliquer par un événement simple de délétion au niveau d’une des régions

dupliquées ou par un réarrangement chromosomique plus complexe telle une transloca-

tion ou une inversion conduisant à la perte d’un des deux gènes. Cette hypothèse, quant

à elle, pourrait expliquer la situation observée chez les deux espèces du genre

Saccharomyces : S. mikatae et C. glabrata.

Afin de vérifier ces hypothèses, il est indispensable de regarder si les deux

régions dupliquées du bloc 36, signatures de l’événement de polyploïdie, sont

présentes ou absentes dans le génome de ces différentes espèces hémiascomycètes.

Pour cela, nous nous sommes attachés à déterminer l’ensemble des gènes situés de

part et d’autre des homologues des gènes U R A 5 et U R A 1 0 présentes chez les hémi-

ascomycètes séquencés. Cela revient à rechercher la conservation de synténie.

2.2. Synténie au niveau des régions contenant URA5 et URA10

Rechercher la conservation de synténie au niveau des régions dupliquées consiste

à regarder si les gènes homologues présentent le même ordre et la même orientation

que chez S. cerevisiae dans le bloc de duplication 36. Pour cela, nous avons car-

tographié ces régions à l’aide des mêmes banques de données que celles utilisées

précédemment.
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Dans un premier temps, la recherche de conservation de synténie a été réalisée pour

les levures du genre S a c c h a ro m y c e s (Fig. 5.4 et Fig. 5.5). Les résultats montrent que toutes

les levures analysées possèdent les deux régions dupliquées formant le bloc 36. De plus,

cette recherche de synténie a permis de distinguer les orthologues du gène U R A 5 d’une part

et celles du gène URA10 d’autre part dans les espèces du genre S a c c h a ro m y c e s.

L’analyse de la conservation de synténie au niveau de la région dupliquée com-

portant le gène URA5 réalisée pour les espèces du genre Saccharomyces montre que la

région environnante de ce gène est très conservée au niveau des Saccharomyces sensu

stricto : S. paradoxus, S. mikatae, S. kudriavezvii et S. bayanus (Fig. 5.4). La conserva-

tion de l’ordre et l’orientation des gènes est quasi-parfaite. Seule la délétion des ORFs

YML104c et YML103c (gènes non-essentiels chez S. cerevisiae) respectivement chez

les espèces S. mikatae et S. bayanus engendre une rupture de synténie. Par contre, chez

les espèces un peu plus distantes comme C.glabrata et S. castellii, les données montrent

au niveau de ces régions dupliquées une rupture de synténie associée à un réarrange-

ment chromosomique plus important. La présence de tels remaniements témoigne une

fois de plus de la fluidité et de la dynamique des génomes. Enfin, il est important à noter

que le gène URA5 est présent dans toutes les espèces analysées.

L’analyse de la conservation de synténie au niveau de la région dupliquée compor-

tant le gène U R A 1 0 montre des résultats similaires à ceux obtenus pour le gène U R A 5

(Fig. 5.5). Chez les S a c c h a ro m y c e s sensu stricto, la conservation est quasi-parfaite alors

que pour lesdeux espèces un peu plus distantes de S. cere v i s i a e, en plus des délétions, des

réarrangements chromosomiques plus importants vont entraîner une rupture de synténie.

De plus, chez S. mikatae et C. glabrata, le seul gène est délété au niveau de cette région

est le gène U R A 1 0. Ces données permettent de confirmer l’hypothèse que nous avions

émise. En effet, la présence des régions dupliquées montre que les génomes S. mikatae e t

C. glabrata sont bien issus de l’ancêtre commun avec S a c c h a romyces cere v i s i a e a y a n t

dupliqué son génome. L’absence du gène U R A 1 0 résulte donc d’un simple événement de

délétion qui s’est produit postérieurement à l’événement de polyploïdie.

Plus généralement, l’ensemble de ces données mettent en évidence une évolution

d i fférentielle des duplications. En effet, les copies de gènes d u p l i q u é s : U R A 5 et U R A 1 0

ont eu un destin différent chez S. cere v i s i a e, S. mikatae et C. glabrata. Alors que chez S .

c e re v i s i a e, les copies ont suivi un processus de subfonctionalisation, chez les deux autres

espèces, le processus peut être qualifié de nonfonctionalisation.
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La recherche de conservation de synténie a également été réalisée pour les

levures situées à partir du genre K l u y v e ro m y c e s sur l’arbre phylogénétique. Pour

cela, nous avons identifié les gènes situés de part et d’autre du seul homologue aux

gènes URA5 et U R A 1 0 présent (Fig. 5.6). Dans le cas des levures K . l a c t i s et K. waltii

du genre Kluyveromyces, la région dans laquelle se situe le gène homologue corres p o n d

à une mosaïque des deux segments dupliqués composant le bloc 36 présent chez S .

c e re v i s i a e. Cette situation se voit particulièrement bien entre K. waltii et S. cere v i s i -

ae (Fig. 5.7). Chaque ORF comprise dans les deux régions dupliquées du bloc 36 se

retrouve dans une seule et unique région. De plus, il y a une conservation de l’orien-

tation des gènes. Ces données confirment l’hypothèse selon laquelle le génome de

ces espèces n’est pas issu d’un ancêtre commun avec S a c c h a romyces cere v i s i a e

ayant dupliqué son génome ce qui explique la présence d’un seul des paralogues. De

plus, les espèces K. waltii et S. cere v i s i a e permettent de comparer clairement les

génomes avant et après la duplication complète (Fig. 5.6). Dans le cadre de cette

étude, K. waltii correspond au génome de référence à partir duquel la duplication

totale aurait pu se réaliser. Les espèces K. lactis et A. gossypii présentent en plus de

K. waltii des remaniements chromosomiques qui entraînent une rupture de synténie

(Fig. 5.6). Ces réarrangements correspondent à des délétions, insertions et même

i n v e r s i o n s .

Par contre, pour les souches très distantes de S. cerevisiae comme D. hansenii et

Y. lipolytica, la conservation de synténie est inexistante (Fig. 5.6). Il s’agit d’un exem-

ple de comparaison de génomes d’espèces très distantes sur l’échelle évolutive. Cette

comparaison va être très difficile, voire impossible, car l’accumulation de réarrangements

va conduire à la disparition de toute base commune c’est-à-dire de blocs synténiques

entre ces espèces.

Nous venons ainsi de voir que la présence des paralogues U R A 5 et U R A 1 0 o u

la conservation des deux régions dupliquées du bloc 36 peuvent servir de marqueur

de l’événement de polyploïdie et permettent de préciser sa position sur l’arbre phy-

logénétique (Fig. 5.1). À ce jour, les résultats montrent donc que cet événement a eu

lieu entre K. lactis et S. castellii. L’analyse des données Génolevures I montre égale-

ment la présence de 2 orthologues aux gènes U R A 5 et U R A 1 0 chez Z. ro u x i i s o ut e n a n t

l’hypothèse précédente (Tab. 5.1).
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2.3. Évolution des deux copies de gène

Dans cette partie, nous nous sommes intéressés à l’évolution relative des deux

copies de gène. En effet, Ohno (1970) proposait que la duplication était le principal

mécanisme de l’évolution en se basant sur le principe que la présence de deux copies

permet une flexibilité génique. Dans son modèle, une des deux copies va évoluer plus

rapidement que l’autre aboutissant souvent à un pseudogène. La duplication conduit au

relâchement de la pression de sélection naturelle sur les deux copies et autorise l’accu-

mulation de mutations. Cependant, la modification d’une des deux copies restaure la

pression de sélection sur l’autre qui doit rester fonctionnelle pour permettre la conser-

vation de la fonction initiale.

Afin de pouvoir comparer l’évolution des gènes paralogues, le pourcentage

d’identité de séquence protéique des homologues par rapport aux séquences des protéines

Ura5p et Ura10p de S. cerevisiae a été déterminé (Tableau 5.2). Il en a été fait de même

avec la protéine Ura3p car le gène correspondant, à copie unique, a servi de témoin.

Les résultats de comparaison des séquences protéiques montrent que le seul

homologue présent chez les espèces situées à partir du genre Kluyveromyces sur l’arbre

phylogénétique sont plus proches du gène URA5 que du gène URA10.

De plus, les pourcentages d’identité de séquence protéique (Tableau 5.1) perme-

ttent de mettre en évidence une évolution différentielle entre les copies dupliquées. Les

gènes URA5 et URA3 présentent des pourcentages d’identité de séquence équivalents au

cours de l’évolution des espèces hémiascomycètes. Par contre, si on regarde l’évolution

du gène URA10, les séquences semblent moins conservées. Pour S. castellii, par exem-

ple, l’identité de séquence de la protéine Ura10p par rapport à celle de S. cerevisiae est

de 72 % alors qu’elle est de 89 % pour Ura5p.

L’ensemble de ces données permettent de proposer que le gène URA5 soit la

copie garante de la fonction originelle et URA10 la copie ayant évolué de manière

indépendante. Cela est confirmé par les données fonctionnelles chez S. cerevisiae. En

effet, l’enzyme codée par le gène URA10 n’intervient que pour 20 % dans l’activité

OMPpase totale. La perte du gène URA10 chez S. mikatae et C. glabrata indique égale-

ment que le gène URA5 a conservé la fonction originelle et renforce encore davantage

cette hypothèse.
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TABLEAU 5.2 –Pourcentages d'identité de séquence protéique des homologues par rapport aux séquences 
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CONCLUSION

L’analyse de l’évolution des gènes paralogues U R A 5 et U R A 1 0 au sein des hémi-

ascomycètes a été possible suite au séquençage partiel ou complet d’un certain nombre

de levures appartenant à ce groupe. La comparaison des séquences a permis de mettre en

évidence que la duplication totale du génome s’est produite après la divergence de

K.lact i s et S. castellii. En effet, les espèces situées après S. castellii ne possèdent plus de

gène U R A 1 0 mais seulement la copie du gène U R A 5. Ainsi, la présence de ces paralogues

peut servir de marqueur de la polyploïdisation et permettre de dater cet événement.

D’autre part, la comparaison entre les séquences des gènes URA5 et URA10 au

sein du genre Saccharomyces met en évidence une évolution différentielle entre les

deux copies dupliquées. Les résultats suggèrent que le gène URA5 est la copie garante

de la fonction originelle alors que le gène URA10 a évolué de manière indépendante

sans pression de sélection. En effet, les copies de gènes dupliqués : URA5 et URA10 ont

eu un destin différent chez les espèces du genre Saccharomyces. Chez S. cerevisiae, ces

deux gènes présentent des différences de régulation de leur expression et constituent d a n s

ce cas un exemple de subfonctionnalisation. Par contre chez S. mikatae et C. glabrata, le

gène URA10 a été délété et a ainsi suivi un processus de nonfonctionalisation. Pour les

autres espèces séquencées (S. paradoxus, S. kudriavezvii, S. bayanus et S. castellii), le

gène URA10 est toujours présent. Dans ces espèces, il serait intéressant de savoir si cette

copie code une protéine ayant une activité OMPpase. Dans ce cas, la situation serait

similaire à celle rencontrée chez S. cerevisiae. Par contre, il n’est pas exclu que ces

copies aient suivi un processus de nonfonctionalisation c’est-à-dire qu’elle portent des

mutations conduisant à une perte de la fonction OMPpase. De même, ces copies peuvent

également avoir suivi un processus de néofonctionalisation et portent des mutations

conduisant à une spécificité fonctionnelle nouvelle.
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Si « la nécessité est la mère de toute invention », il est cependant nécessaire

d’avoir un vecteur permettant de conduire à toute évolution. L’innovation nécessite

donc d’une part un motif et d’autre part une occasion. Chez les organismes vivants, un

des aspects les plus importants de l’évolution sur le plan moléculaire est l’émergence de

nouvelles fonctions. Dans ce cas de figure, il est clair que le motif prédominant correspond

à un avantage sélectif et l’occasion est créée par l’ensemble des réarrangements

c h r omosomiques auquel une cellule peut être soumise. Dans un premier temps, il y a

formation d’un remaniement, au sens large, puis dans un deuxième temps, il peut y

avoir sélection et fixation de ces remaniements. L’évolution des organismes vivants

implique la modification, l’acquisition, la délétion ainsi que le réarrangement du

matériel génétique qui les constituent.

L’étude de l’évolution des génomes passe donc par la compréhension des

mécanismes imliqués dans la formation de remaniements génomiques. Afin de pouvoir

étudier les facteurs intervenant dans l’apparition de tels remaniements, il est nécessaire

de disposer de systèmes de sélection efficaces permettant d’analyser ce qui se passe

spontanément dans une cellule. Au laboratoire, nous possédons un système génétique,

basé sur un allèle particulier du gène URA2, qui permet la sélection positive de

réarrangements chromosomiques chez la levure Saccharomyces cerevisiae : insertion de

séquences d’ADN mobiles (rétrotransposons), délétion de fragments chromosomiques

mais également duplication de régions chromosomiques.

Notre étude s’est focalisée sur les duplications. Deux collections de révertants

bien distinctes ont été analysées sur le plan moléculaire : l’une réalisée à partir d’une

souche haploïde ura2 15-30-72, l’autre à partir d’une souche diploïde homozygote a/

ura2 15-30-72 . Une telle étude avait un double objectif. Le premier était de voir par

quels moyens une séquence d’ADN peut se dupliquer et par cet intermédiaire d’apporter

une preuve expérimentale quant à leur pluralité. Dans ce cadre, il a été intéressant de

comparer les deux états: haploïde et diploïde afin de savoir si les moyens mis en œuvre

pour dupliquer une séquence étaient similaires ou différents. Le deuxième objectif de
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l’analyse de ces révertants était d’apporter des réponses quant aux mécanismes pouvant

être à l’origine de ces duplications et de proposer des modèles de formation de ces

remaniements.

Ainsi, dans la première partie de notre étude, nous nous sommes attachés à

l’analyse moléculaire des duplications isolées à l’état haploïde. Le crible de sélection,

développé au laboratoire, a permis d’isoler 8 révertants porteurs d’une duplication à par-

tir de la souche haploïde ura2 15-30-72. L’analyse moléculaire, et plus particulièrement

la détermination de la taille des régions dupliquées, a mis en évidence deux types

d’événements de duplication. Chez 4 révertants, la duplication est limitée à une partie

du gène URA2 et constitue de la duplication génique. Par contre, chez les 4 autres réver-

tants, l’événement correspond à un segment englobant la séquence codant le domaine

ATCase ainsi qu’une série de gènes contigus et constitue de la duplication segmentale.

Ces données montrent qu’une même séquence peut se dupliquer par au moins deux

processus distincts et apportent une preuve expérimentale sur la formation de tels

remaniements.

Pour les 4 révertants porteurs d’une duplication génique, l’ensemble des résultats

de l’analyse moléculaire nous ont permis de proposer un mécanisme expliquant la

f o rmation des duplications. En effet, dans ces révertants, la région dupliquée est

généralement ponctuée en 3’ par une séquence poly(A) et se retrouve entre des sé-

q u e nces de rétrotransposons de type Ty1. La présence de la région poly(A) en 3’de la

copie dupliquée nous a orientés vers un mécanisme médié par la réverse transcription

de l’ARNm correspondant c’est-à-dire un mécanisme de rétroposition.

Afin de vérifier cette hypothèse, l’analyse de révertants dans deux contextes

affectant un processus de rétroposition a été entreprise. Les rétrotransposons Ty1 étant

une source évidente d’activité de transcriptase inverse, 23 révertants portant un événe-

ment de duplication ont été sélectionnés à partir d’une souche dans laquelle un élément

Ty1 a été surexprimé. Dans un tel contexte, la fréquence des duplications géniques

ponctuées en 3’par une séquence poly(A) est considérablement augmentée. Par contre,

aucune duplication génique de ce type n’a été sélectionnée à l’état diploïde dans lequel

la transposition est inhibée. L’ensemble de ces résultats apportent des arguments incon-

testables plaidant en faveur de notre hypothèse à savoir que les événements de duplica -

tion sélectionnés sont issus d’un processus de rétroposition.
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Dans la suite de cette étude, il serait intéressant de réaliser deux expériences qui

permettraient de confirmer définitivement la relation entre les duplications géniques et

la rétroposition (Fig. C.1). La première consisterait à construire une souche haploïde

ura2 15-30-72 dans laquelle une structure intronique aurait été insérée au niveau de la

séquence codant le domaine ATCase. L’objectif serait de suivre la perte de l’intron au

cours de l’événement de duplication génique. En effet, si la genèse de ces duplications

passe par la formation d’un ADNc issu de la rétrotranscription de l’ARNm correspon-

dant à la séquence codant le domaine ATCase, la copie dupliquée sera dépourvue de

l’intron. Ainsi, la sélection de révertants possédant une copie limitée à une partie du gène

URA2 dépourvu d’intron et ponctuée d’une séquence poly(A) serait une preuve

irréfutable de l’implication d’un mécanisme de rétroposition. Une seconde possibilité

serait de construire une souche dans laquelle le promoteur de l’allèle haploïde ura2 15-

30-72 aurait été délété abolissant ainsi toute transcription de l’ARNm correspondant.

Dans un mécanisme par rétroposition, aucun ADNc ne pourrait être formé ce qui aboli-

rait toute sélection de duplication génique. Ainsi, la sélection à partir d’une telle souche

permettrait uniquement d’isoler des événements de duplication segmentale.
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FIGURE C.1 –Stratégie d'étude du mécanisme de rétroposition. Le fond gris délimite le noyau . 
L'ADN double brin est représenté par une flèche épaise et son ARN par un rectangle mince.
(A) Absence de transcription du gène ura2 15-30-72
(B) Suivi de la perte d'un intron inséré dans la séquence codant le domaine ATCase.



À côté de ces duplications géniques, des événements de duplication segmentale

ont été mis en évidence chez les 4 autres révertants haploïdes spontanés. La taille,

v a r iant entre 5 et 90kb, a été déterminée grâce à la technique d’hybridation génomique

comparative sur microarray. L’analyse moléculaire a montré que ces réarrangements

correspondent à des duplications segmentales en tandem direct. La partie dupliquée du

gène URA2 est insérée dans une région intergénique ou dans un gène non essentiel.

Dans ce second cas, la fusion entre le gène et le fragment dupliqué s’est produite en

p h ase ce qui entraîne la formation d’un gène mosaïque. 

Afin d’apporter des réponses quant aux mécanismes impliqués dans la formation

de tels remaniements, nous avons testé l’importance de la recombinaison homologue.

Pour cela, le rôle du gène RAD52, dont le produit est indispensable à la recombinaison

homologue, dans la formation des duplications a été testé. À partir d’une souche ura2

15-30-72rad52 , 6 révertants portant un événement de duplication ont été sélectionnés

et analysés. L’ensemble des réarrangements sélectionnés correspond à des duplications

segmentales ce qui démontre clairement que le mécanisme est indépendant de la recombi-

naison homologue. Ces données ainsi que l’architecture des duplications sélectionnées

: duplication en tandem direct nous ont amené à proposer un modèle de mécanisme par

erreur de réplication de type BIR (break-induced replication). 

Dans la suite de cette étude, il serait intéressant de tester le modèle proposé et

d’apporter des arguments permettant de le valider. À cet effet, il serait nécessaire de voir

dans quelle mesure certains gènes impliqués dans la réplication le sont également dans

la formation des duplications de segment en tandem. Dans ce cadre, une sélection à

p a rtir de la souche ura2 15-30-72 délétée des gènes CLB5 ou RAD27 permettrait d’ap-

porter des réponses. Si le mécanisme est dépendant de la réplication, la formation des

duplications segmentales devrait être affectée dans de tels contextes. Le gène RAD27

code une endo/exonucléase nécessaire pour la maturation des fragments d’Okazaki au

cours de la réplication (Lieber, 1997). Le gène CLB5 est quant à lui impliqué, entre

autres, dans l’initiation de la réplication (Schwob and Nasmyth, 1996). 

De plus, dans notre modèle (chapitre IV), nous proposons qu’une cassure double

brin puisse être à l’origine des événements de duplication segmentale sélectionnés. A i n s i ,

il pourrait également être intéressant d’introduire un site HO qui permet d’induire des cas-

sures double brin en amont de la séquence codant le domaine ATCase. Selon notre modèle,

cette induction devrait favoriser la formation de duplications segmentales en tandem.
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Dans la deuxième partie de notre étude, nous nous sommes attachés à l’analyse

moléculaire des duplications isolées à l’état diploïde. La sélection de 14 révertants

isolés à partir de la souche diploïde homozygote a/ ura2 15-30-72 a permis d’avoir

une vision globale sur les événements de duplication et de compléter les résultats

obtenus à l’état haploïde. Les résultats ont mis en évidence deux autres moyens par

lesquels une séquence d’ADN peut se dupliquer : l’aneuploïdie et la translocation non-

réciproque. Parmi la collection des 14 révertants diploïdes analysés, seul un révertant

présente un événement de duplication segmentale en tandem similaire à ceux observés

à l’état haploïde.

Chez 6 révertants diploïdes, la détermination de la taille de la région dupliquée

montre que la partie du bras gauche du chromosome X couvrant la région située entre

le gène URA2 et le télomère a été dupliquée. L’analyse globale du nombre de copies de

chaque gène réalisée grâce à la technique d’hybridation génomique comparative par

m icroarray (aCGH) montre la formation d’un chromosome chimère surnuméraire. 

Chez 2 révertants, la détermination de la taille montre également que le bras gau-

che du chromosome X, couvrant la région située entre le gène URA2 et le télomère, a

été dupliqué. Cependant, l’hybridation génomique comparative par microarray (aCGH)

montre que la région dupliquée a remplacé une région délétée formant ainsi un chro-

mosome chimère. La duplication observée chez ces révertants correspond à une

t r a n slocation non-réciproque.

Dans la suite de cette étude, il serait intéressant d’achever l’analyser les

5 s o u c hes: B177, B264, B267, B326 et B328 par microarray CGH. L’analyse génétique

de ces révertants suggère un événement de translocation non-réciproque. De plus, en se

basant sur les sites d’insertion déterminés par clonage, nous avons estimé la taille des

chromosomes chimères potentiels en additionnant la région dupliquée au chromosome

dont une partie serait délétée. Dans tous les cas, la taille estimée est en corrélation avec

la taille du chromosome porteur de la copie déterminée par l’analyse du caryotype. Une

analyse globale des copies de gènes par array CGH permettra donc de confirmer cette

hypothèse.

Dans le cas des deux types de remaniements sélectionnés (aneuploïdie et

t r a n s l ocation non-réciproque) à partir d’une souche diploïde homozygote a / u r a 2

1 5 -30-72, aucune longue séquence homologue n’est trouvée à la jonction suggérant que

les mécanismes impliqués dans leur formation sont indépendants de la recombinaison
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homologue. Par contre, un mécanisme de type BIR (break-induced replication) pourrait

permettre la formation de chromosomes chimériques en l’absence de longues séquen-

ces homologues. 

Afin de vérifier cette hypothèse, il serait indispensable de tester le modèle

p r oposé par des sélections de révertants dans un contexte affectant la réplication.

Comme pour les événements de duplication segmentale, des sélections avec des souches

mutées au niveau du gène RAD27 ou du gène CLB5 devraient permettre de confirmer

ce modèle.

De plus, dans le cadre des chromosomes surnuméraires chimères, il serait

intéressant de voir si la situation « aneuploïde » est stable chez la levure S. cerevisiae.

L’aneuploïdie est très répandue chez Saccharomyces cerevisiae (Hughes et al., 2000), il

existe cependant très peu de données sur la stabilité d’une telle situation génomique.

Ainsi, dans nos révertants, la perte de la copie dupliquée (conférant la prototrophie à

l ’ uracile) pourrait être suivie et permettrait d’étudier la stabilité lors de culture dans un

milieu sans pression de sélection. Cette stabilité pourrait être étudiée à l’état diploïde

(révertant sélectionné) mais également à l’état haploïde sur le descendant du révertant

porteur d’un chromosome surnuméraire.

Plus généralement, les deux premières parties de notre étude ont permis d’ap-

porter des éléments de réponses quant aux questions que nous nous étions initialement

posées. En effet, l’analyse des révertants à l’état haploïde et diploïde a mis en évidence

la pluralité des moyens permettant à une même séquence de se dupliquer. Cette étude

constitue la première preuve expérimentale qu’une même séquence d’ADN peut suivre

au moins quatre processus différents afin de se dupliquer : la duplication de gène, de

segment, de bras de chromosome ou encore de chromosome entier. Le crible génétique

basé sur un allèle mutant du gène URA2 est un système qui nous a permis d’avoir une

vision globale sur les événements de duplication. De plus, notre étude avait également

pour but d’apporter des réponses quant aux mécanismes pouvant être à l’origine de ces

duplications. Là encore, l’analyse des révertants a permis de mettre en évidence la

p l uralité des mécanismes impliqués et de proposer des modèles.

Lors de cette étude, nous avons également démontré que les événements de

duplication sélectionnés sont dépendants de la ploïdie. Ce travail a en outre montré que la

phase diploïde permet une grande souplesse génomique notamment avec la possibilité
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de perte de fragment d’ADN ou de gènes essentiels à la survie cellulaire à l’état haploïde.

La ploïdie induit un biais dans la sélection des événements et doit donc être prise en

compte.

Enfin, les remaniements génomiques observés dans notre étude en réponse à une

pression de sélection peuvent également être mis en corrélation avec ceux retrouvés lors

du développement des cellules cancéreuses. La progression tumorale est étroitement

liée à l’accumulation de nombreuses modifications au niveau du génome des cellules

cancéreuses correspondant souvent à des réarrangements chromosomiques et notam-

ment des événements de duplication, de translocation non-réciproque et d’aneuploïdie.

L’analyse de ces réarrangements permet de formuler des hypothèses quant aux

m é c a nismes impliqués dans leur formation. Ces hypothèses peuvent être expérimen-

talement testées en conditions de laboratoire. La levure se prête particulièrement bien à

de telles études et les résultats expérimentaux obtenus chez cet eucaryote peuvent

apporter des informations sur les mécanismes impliqués dans le même type de

réarrangement retrouvés chez les eucaryotes supérieurs.
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