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Introduction

Au laboratoire de « Génétique Moléculaire, Génomique et Microbiologie », une des
thématiques étudiées est I’évolution des génomes des organismes eucaryotes. Les axes
majeurs de recherche s’intéressent au remodelage de I’ADN et s’orientent autour de
I’apparition et de la disparition de génes. Nous travaillons d’une part sur la levure
Saccharomyces cerevisiae dans le but de déterminer les mécanismes qui conduisent aux
réarrangements chromosomiques et leurs impacts sur la physiologie de la cellule. D’autre
part, nous analysons également la variabilité des génomes d’especes différentes de levures
hémiascomycétes par le biais d’une analyse de génomique comparative. Lors de ce travail,
nous nous sommes intéressés aux réarrangements chromosomiques chez S. cerevisiae et la
réponse cellulaire suite a la mise en place de ces remaniements. Notre étude a également porté
sur 1’analyse des génomes des mitochondries d’un groupe particulier de levures ayant une
position phylogénétique intéressante au sein des hémiascomycetes et comprenant notamment

des espéces pathogenes pour ’Homme.

Dans cette introduction, aprés un bref retour historique des découvertes majeures qui
ont mené a la description de la dynamique des génomes, nous aborderons les différents
processus permettant cette plasticité. Nous traiterons également les conséquences des
réarrangements chromosomiques sur la cellule avec notamment la création de nouveaux
genes. Enfin, nous détaillerons la génomique comparative des levures hémiascomyceétes et
traiterons 1’utilisation de S. cerevisiae comme organisme modele pour étudier les

remaniements chromosomiques.

1. Historique de la plasticité des génomes

Chaque organisme présente un ensemble de caractéristiques qui est transmis a ses
descendants. Cette transmission a été mise en évidence en 1866 suite aux travaux menés sur
I’espéce Pisum sativum plus connue sous le nom de pois par Johan Gregor Mendel. Ses
travaux furent envoyés a des botanistes dans de nombreux instituts mais n’eurent d’échos

favorables qu’a partir de l’année 1900. En effet, a cette date, les travaux menés
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indépendamment par d’autres biologistes comme Hugo de Vries, Carl Correns et Erich von
Tschermark aboutirent a des conclusions similaires a celles décrites par Mendel 20 ans plus
tot. Ces auteurs citérent d’ailleurs les travaux de Mendel et permirent ainsi que les régles de
I’hérédité soient connues sous le nom de lois de Mendel. En 1902, Hugo de Vries postulait
que la naissance d’une nouvelle espéce résultait de I’apparition d’une mutation (de Vries,
1902). Les travaux de génétique réalisés apres la redécouverte des lois de Mendel notamment
ceux de Thomas Morgan et ses collaborateurs sur la drosophile ont abouti a 1’¢laboration des
premigéres cartes génétiques. Ces premicres explorations de génomes animaux et végétaux ont
donné une vision statique de celui-ci. Le fait qu'un certain nombre de fonctions essentielles
devaient étre conservées dans un organisme donné, laissait supposer que seules quelques
modifications mineures pouvaient étre acceptées. Il était alors admis que les modifications
intervenaient majoritairement lors du brassage génétique en méiose et que les mutations ne
jouaient qu’un faible role dans la variation du génome. De ce fait, les génomes ont ét¢ définis
comme étant des structures stables qui ne pouvaient subir que trés peu de modifications.
L’¢tude des caractéres héréditaires sera nommeée génétique en 1906 par William Bateson.
Trois ans plus tard, ces ¢éléments héréditaires seront décrits comme des geénes par Wilhelm
Johannsen. Le mot génome est quant & lui utilisé¢ pour la premiére fois en 1920 dans un
ouvrage rédigé en allemand par le botaniste Hans Winckler pour définir le lot de

chromosomes et les génes qu’ils contiennent (Winkler, 1920).

L’idée que les génomes sont des structures statiques fut remise en cause dans les
années 1950 avec les travaux de Barbara McClintock et ses études sur les plants de mais
(McClintock, 1956). Ces résultats montraient 1’existence d’éléments mobiles dans le génome
appelés « geénes sauteurs ». Ces ¢€léments correspondaient aux premiers ¢€léments
transposables qui furent mis en évidence dans une espece. Ces éléments, aujourd’hui appelés
¢léments transposables ou transposons, furent ensuite découverts aussi bien chez les
eucaryotes que chez les procaryotes. La génomique et I’étude des séquences complétes
montrent aujourd’hui ’'universalité de ces éléments transposables dans les génomes ainsi que
leur I’importance quantitative. Dans des génomes comme ceux des plantes, le nombre de ces
¢léments peut représenter jusqu’a 65% du génome des espeéces Gossipyum ou 70% du

génome du mais (Sanmiguel et Bennetzen, 1998 ; Hawkins et al., 2000).

Dans la fin des années 1970 et I’avancée des techniques de biologie moléculaire, les

scientifiques se sont de plus en plus intéressés aux génomes. L’année 1977 est une date

20



Introduction

importante en biologie moléculaire car elle coincide avec 1’apparition des méthodes de
séquencage de I’ADN dont notamment celle de Sanger (Sanger et al., 1977). Cependant, il
fallut attendre presque 20 années pour obtenir les premiers génomes entierement séquenceés.
Les génomes des procaryotes Haemophilus influenzae et Mycoplasma genitalium ont été les
premiers et ont été publiés en 1995 (Fleischmann et al., 1995 ; Fraser et al., 1995). Le premier
génome eucaryote a étre séquencé est celui de S. cerevisiae (Goffeau et al., 1996). Depuis, le
nombre de génomes entiérement séquencés ne cesse d’augmenter et au jour du 30 octobre

2010, 1485 génomes complets sont publiés et accessibles dans les bases de données.

La comparaison des génomes a débuté a la fin des années 1990 grace notamment au
consortium Génolevures qui a comparé des séquences partielles de levures hémiascomycétes
(Souciet et al., 2000). Depuis, les analyses de génomique comparative se sont répandues dans
le monde scientifique et des analyses phylogénétiques sont effectuées sur différents
organismes. Ces analyses ont notamment permis de démontrer que les réarrangements
chromosomiques sont ubiquitaires et sont a la base de 1’apparition de nouvelles espéces. Par
exemple chez Arabidospis thaliana, un processus de spéciation apparait suite a une
modification dans le nombre de chromosomes (Bomblies et Weigel, 2007). De la méme
maniére, 29 inversions sont retrouvées entre les génomes de Drosophila melanogaster et
Drosophila yakuba et sont a la base de la différence entre ces deux espéces (Ranz et al.,
2007). La comparaison des génomes de des plantes Vitis vinifera, A. thaliana, Oryza sativa et
Populus trichocarpa montre qu’un événement d’héxaploidisation a eu lieu apres la séparation
des espeéces monocotylédones des dicotylédones (Jaillon et al., 2007). De plus, des analyses
des génomes d’individus appartenant a une méme espece sont également menées pour étudier
les variations nucléotidique et chromosomique associées a des phénotypes. Ainsi, une analyse
des génomes de 1000 individus humains montre de nombreux réarrangements
chromosomiques et un polymorphisme nucléotidique important. Par exemple, dans les
génomes de 60 individus appartenant a une méme communauté ayant des ancétres européens
et vivant dans 1’Utah, 259 duplications et 33% de divergence nucléotidique ont été mis en
¢vidence a partir d’un séquengage a faible couverture génomique (The 1000 Genomes Project

Consortium, 2010).

La génomique, mot énoncé pour la premiére fois lors d’un congrés par Tom Roederick
en 1986, peut se décliner aujourd’hui en génomique structurale, fonctionnelle et comparative

selon les aspects abordés. Elle a pour conséquence d’apporter un éclairage nouveau sur notre
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vision du génome en tant que structure, en tant que contenu d’informations et surtout en tant

que dynamique, source d’innovations.

2. Eléments de plasticité
2.1. Les types de réarrangements chromosomiques
Les génomes actuels peuvent €tre considérés comme le résultat de I’accumulation
d’événements qui se sont produits dans le passé. Les comparaisons de génomes d’especes
proches montrent qu’ils sont notamment le siege de grands remaniements chromosomiques
telles des duplications, des délétions, des inversions, des insertions et des translocations. Ils
peuvent étre a 1’origine de la mort cellulaire mais aussi la cause de maladies génétiques

notamment chez I’Homme.

2.1.1. Les duplications

Les duplications sont définies comme étant I’événement a partir duquel un géne passe
d’une copie a deux. Les possibilités par lesquelles une séquence d’ADN peut se dupliquer au
sein d’un génome sont multiples et peuvent étre classées selon la taille de la région doublée.

On retrouve :

* La duplication génique : les éléments dupliqués peuvent étre situés 1’'un a coté de
I’autre. On appelle cet événement une duplication en tandem. Ces duplications
peuvent aussi étre dispersées au sein du génome.

* La duplication segmentale : une série de genes contigus est dupliquée. Les deux
fragments dupliqués peuvent étre situés sur le méme chromosome (duplication
intrachromosomale) ou sur deux chromosomes distincts (duplication
interchromosomale). Lors de duplications intrachromosomales, les deux copies
peuvent étre fusionnées en tandem.

* La duplication de chromosome : un chromosome entier est dupliqué au sein d’une
cellule. Cette duplication est également appelée aneuploidie (aberration
chromosomique due a un nombre anormal de chromosomes). Une cause de la
plupart des aneuploidies est une non-disjonction des chromatides sceurs au cours
de la mitose ou de la méiose. Cette non-disjonction correspond a un défaut du

processus de ségrégation des chromosomes.
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* La duplication totale du génome. Cette duplication est également appelée
polyploidisation. Chez les polyploides, il faut distinguer les autopolyploides,
composés de chromosomes provenant d’une espéce unique, des allopolyploides

qui possedent des jeux de chromosomes provenant d’au moins deux especes.

2.1.2. Les délétions

Les délétions sont des événements a partir desquels un segment d’ADN est perdu. Ces
délétions peuvent survenir au niveau de séquences intergéniques et géniques. Pour les
délétions géniques, en fonction de la taille de ce fragment délété, deux types de délétions sont

décrits :

* Les délétions intragéniques ou la séquence délétée est interne a un seul gene

* Les délétions segmentales ou plusieurs génes contigus sont supprimés

2.1.3. Les inversions

Contrairement aux événements de duplications et de délétions, les événements
inversions n’engendrent pas des gains ou des pertes de matériel génétique et sont dits
équilibrés. En effet, les inversions ne modifient pas le nombre de geénes, mais changent la
structure d’un chromosome. Ces réarrangements permettent de changer 1’orientation d’un ou

plusieurs geénes contigus.

2.1.4. Les translocations

Les translocations sont définies comme étant un échange de fragments d’ADN entre
deux chromosomes. Deux types de translocations sont décrites : les réciproques et les non
réciproques. Les translocations réciproques sont des réarrangements équilibrés contrairement
aux translocations non réciproques. Dans ce dernier cas, une duplication d’un segment de

chromosome remplace la délétion d’un fragment d’un autre chromosome.

2.1.5. Les insertions

Les éléments transposables peuvent étre définis comme des séquences d’ADN
capables de se déplacer et se multiplier dans le génome de facon autonome. Deux types
d’éléments sont décrits : les transposons a ADN et les rétrotransposons. Les transposons a
ADN se déplacent dans le génome grace a une transposase qui est une enzyme codée par cet

¢lément mobile. La région codant la transposase est encadrée par de courtes séquences

23



Introduction

inversement répétées. Le mode de fonctionnement est du type couper-coller ou copier-coller

dans le cas ou il y a eu réplication avant transposition.

Les rétrotransposons se déplacent selon un mode copier-coller et sont spécifiques des
organismes eucaryotes. Différents types de rétrotransposons sont décrits. Nous ne les
détaillerons pas davantage. Apres transcription par I’ARN polymérase II, I’ARN messager est
rétrotranscrit en ADN par la transcriptase réverse codée par le rétrotransposon. Cet ADN est

alors inséré dans le génome grace a une activité intégrase également codée par cet élément.

Ces insertions dans le génome se font aléatoirement sans nécessiter de séquences
particulieres. Elles peuvent avoir différents effets en fonction du lieu d’insertion de 1’élément

mobile :

¢ dans une région non codante : pas d’effet sur les génes, que ce soit au niveau de
leur transcription ou de leur traduction

* dans une phase codante : effet mutagéne par interruption de la phase de lecture

* dans un intron : différentes possibilités. Cette insertion peut n’avoir aucun effet,
stopper prématurément la transcription ou entralner un épissage incorrect de
I’ARNm conduisant a une protéine tronquée ou chimere

* dans une région promotrice : modification des séquences promotrices entrainant

une un arrét ou une modification de la transcription du géne

2.2. Les échanges de matériel génétique entre organismes
D’autres événements que les réarrangements chromosomiques sont également a la
base des modifications des génomes. Le génome d’un organisme peut acquérir des séquences

d’ADN appartenant a un autre génome.

2.2.1. Transfert horizontal

Le transfert horizontal est défini comme un gain d’une séquence d’ADN provenant
d’un autre organisme. Ainsi, une espeéce peut acquérir un fragment d’ADN appartenant a une
deuxieme espece. Ces transferts horizontaux sont notamment retrouvés entre différentes
bactéries isolées de patients atteints de maladies nosocomiales. Chez les procaryotes, trois

mécanismes essentiels sont a la base des transferts horizontaux : la transduction, la
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conjugaison et la transformation bactériennes. Ces mécanismes ne seront pas décrits dans ce

manuscrit.

Les transferts horizontaux sont également retrouvés chez les eucaryotes. Les
fragments d’ADN exogenes peuvent pénétrer dans la cellule par endocytose ou suite a une
endosymbiose (Kidwell, 1993). Ces segments d’ADN peuvent notamment provenir
d’organismes procaryotes. Par exemple I'urochordé Ciona intestinalis posséde un géne codant
une cellulose synthase d’origine bactérienne (Nakashima et al., 2004). Chez S. cerevisiae, le
geéne URAI provient également d’un transfert horizontal a partir de la bactérie Lactococcus
lactis (Hall et al., 2005). Les geénes BIO3 et BIO4, dont les protéines encodées interviennent
dans la voie de biosynthése de la biotine, sont des autres exemples de transfert entre S.
cerevisiae et des souches bactériennes. En fonction du pourcentage d’identité obtenu lors
d’alignements de séquences, il apparait que le géne BIO3 pourrait provenir de Yersinia
enterocolitica et BIO4 de Magnetospirillum magnetotacticum (Hall et al., 2005). De ce fait,
ce mécanisme d’échange de matériel génétique permet 1’apparition de nouvelles fonctions au

sein d’un organisme.

2.2.2. Introgression

Un autre mécanisme permettant [’acquisition d’un fragment d’ADN est
I’introgression. Suite a I’hybridation de deux espéces différentes A et B, les génomes de ces
deux especes vont constituer celui de la souche hybride (Figure I1). Une série de croisements
retours avec la souche A permettra un enrichissement du génome de I’hybride par celui de
cette souche. Si un fragment d’ADN de la souche B donne un avantage prolifératif ou permet
une adaptation a un nouvel environnement de I’hybride, il sera conservé (Figure 11). Les
événements d’introgression sont naturels. Par exemple, un échange d’une région de 40 kb
contenant 14 génes dont un est ’homologue de I’énolase I a été mis en évidence entre
différentes espéces de la levure basidiomycéte Cryptococcus neoformans par ce mécanisme
d’introgression (Kavanaugh et al., 2006). L’introgression est également utilisée dans
I’industrie agroalimentaire pour la fabrication de plantes génétiquement modifiées. Par
exemple le facteur de transcription codé par le géne GhADREB est transmis de ’espéce de
coton Gossypium hirsutum a ’espeéce de froment Triticum aestivum par introgression, lui

conférant une plus grande tolérance vis-a-vis de la sécheresse (Gao et al., 2009).
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Hybridation

Figure 11 : Représentation schématique d’une introgression. Cet arbre indique quatre especes
différentes (A, B, C et D). Il montre notamment 1’éloignement des espéces A et B. Un
fragment de I’ADN de ’espece B est transféré par introgression dans le génome de 1’espéce
A. Les barres bleues représentent deux chromosomes de 1’espéce A. Les barres rouges
représentent deux chromosomes de 1’espece B.

3. Impacts des réarrangements chromosomiques
3.1. Apparition et perte de nouvelles fonctions

3.1.1. Devenir des génes dupliqués

Peu aprés I’événement de duplication, deux génes dupliqués codent la méme protéine.
De ce fait, ces genes sont redondants et I’un d’entre eux peut acquérir des mutations sans
affecter la croissance cellulaire. Ces mutations peuvent survenir au niveau de la séquence
promotrice ou au niveau de la séquence codante du geéne. En fonction du type de mutations, le
gene dupliqué va pouvoir acquérir une nouvelle fonction (néofonctionnalisation), partager la
fonction initiale (subfonctionnalisation) ou alors dégénérer en un géne non fonctionnel

(pseudogénisation) (Figure 12).
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Figure 12 : Le devenir des geénes dupliqués. Le géne initial code pour une protéine possédant
deux domaines fonctionnels représentés en vert et orange. Les croix indiquent 1’apparition de
mutations ponctuelles.

3.1.1.1. La conservation de fonction

La conservation de la fonction de la copie dupliquée est probablement un phénomeéne
qui nécessite un intérét sélectif pour la cellule. En effet, la présence d’une copie
supplémentaire peut présenter un avantage pour les génes fortement exprimés comme les
genes ribosomiques. En effet, la synthése protéique représente une des activités importantes
de la cellule. La production d’une quantité supplémentaire de composants du ribosome peut
donc étre bénéfique pour la cellule. Ainsi, une mutation d’un geéne ribosomique dupliqué
résulte d’une baisse de la croissance. Chez S. cerevisiae, ¢’est notamment le cas pour les

genes paralogues RPL20A et RPL20B (Koszul et al., 2004).

Cette conservation de fonction peut cependant étre accompagnée de mutations dans la
région promotrice d’un des deux génes dupliqués pouvant engendrer des taux de transcription
différents. Par exemple chez la drosophile, les geénes paralogues FRQI et FRQ2 qui codent
des fréquenines (homologues aux récepteurs du calcium des cellules neuronales codés par le
gene NCS chez les Mammiféres), ont une séquence peptidique conservée mais une
transcription modifiée. En effet, les transcrits de FRQ! sont deux a trois fois plus abondants a

la fin de I’embryogenése par rapport a ceux de FRQ?Z2. Cette différence d’expression provient
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de mutations dans la région promotrice modifiant notamment les sites de fixation de facteurs

de transcription (Sanchez-Gracia et al., 2010).

3.1.1.2.La néofonctionnalisation

Une vue classique de I’évolution des geénes suite a leur duplication, présentée par
Ohno (1970), est la suivante : un geéne conserve la fonction initiale alors que le second peut
acquérir des mutations au niveau de sa séquence codante qui peuvent engendrer 1’apparition
de nouvelles fonctions (Figure 12). Ce phénoméne est décrit chez les primates pour deux
genes appartenant a la superfamille des ribonucléases, EDN (Eosinophyl-derived neurotoxin)
et ECP (Eosinophil cationin protein). Les protéines codées par ces deux geénes sont retrouvées
au niveau des granules des leucocytes €¢osinophiles. Le géne EDN code une protéine jouant un
role antiviral du fait de son activité ribonucléolytique sur I’ARN génomique des rétrovirus. La
protéine codée par ECP a une faible activité ribonucléasique et agit comme toxine pour
différentes bactéries et parasites. Les Hominidés et les singes de I’ancien monde
(Catarhiniens) comme le macaque ou le babouin possédent ces deux génes (Zhang et al.,
1998). Par contre, les singes du nouveau monde (Plathyriniens) comme le tamarin ne
possedent qu'un géne homologue a EDN et ECP. Ce géne est appelé EDN car il code une
protéine n’ayant aucune activité antibactérienne ou antiparasitaire. Son activit¢ RNase est

beaucoup plus faible que celle observée pour les Cathariniens.

Un événement de duplication en tandem du géne EDN ancestral serait survenu apres la
divergence des Plathyriniens et des Cathariniens (Figure 13). Le géne ancestral ne possédait
pas I’activité antibactérienne ou antiparasitaire, ce qui laisse supposer que cette fonction a été

acquise par le géene ECP apres la duplication (Zhang et al., 1998).

3.1.1.3.La subfonctionnalisation

Le processus de subfonctionnalisation, aussi connu sous le terme de duplication —
dégénération — complémentation DDC (Force est al., 1999), consiste a un partage des
fonctions entre deux geénes dupliqués. Les deux copies dupliquées d’un geéne possédant
initialement deux fonctions porteront chacune un domaine fonctionnel, I’autre dégénérant par
I’acquisition de mutations délétéres (Lynch et Force, 2000). Un exemple de
subfonctionnalisation a été mis en évidence lors de la comparaison des levures Kluyveromyces
lactis et S. cerevisiae (Hittinger et Carroll, 2007). Comme nous le verrons dans cette

introduction (dans la partie « Saccharomyces cerevisiae et 1’évolution des génomes des
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levures hémiascomycetes»), S. cerevisiae diverge d’une espéce ayant subi une duplication
totale du génome alors que ce n’est pas le cas pour K. lactis. Chez S. cerevisiae, les geénes
GALI et GAL3 codent des protéines intervenant dans la voie de dégradation du galactose :
GALI code la galactokinase qui est 1’enzyme intervenant dans la premiére étape du
catabolisme de ce sucre, alors que GAL3 code pour un co-inducteur de cette voie. Chez la
levure Kluyveromyces lactis, 1’orthologue du géne GALI code une protéine portant les deux
fonctions. Ces résultats suggérent que suite a la duplication, les deux copies du gene ont

divergé chez S. cerevisiae pour porter chacune une des deux fonctions initiales.

EDN ancestral
Activité antivirale RNase
Singes du nouveau monde Singes de I'ancien monde
et Hominidés
EDN EDN

Duplication en tandem

Néofonctionnalisation

EDN ECP

Activité antivirale RNase Activité antibactérienne
et antiparasitaire

Figure 13 : Exemple de néofonctionnalisation pour les génes EDN et ECP.
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3.1.1.4. La pseudogénisation
La néofonctionnalisation et la subfonctionnalisation sont des mécanismes permettant
de fixer les copies dupliquées dans la descendance. Néanmoins, dans la plupart des cas, une
des deux copies acquiert des mutations délétéres pour le géne qui ne permettent pas de

conserver cette copie active (Lynch et Conery, 2000). On parle alors de pseudogénisation.

Chez les Mammiferes, la famille multigénique des récepteurs olfactifs possede jusqu’a
mille génes majoritairement regroupés dans différentes parties du génome. Néanmoins, tous
ces geénes ne sont pas fonctionnels car une partie d’entre eux dégénérent en pseudogenes. De
ce fait seule une proportion de cette famille de géne code pour des protéines actives. Ainsi,
environ 70% sont des pseudogénes chez ’Homme alors que seulement 20% ont subi ce

processus chez la souris (pour revue, Kratz et al., 2002 ; Hasin-Brumshtein et al., 2009).

3.1.2. Geénes « rebrassés » et apparition de génes de fusion
3.1.2.1. La Permutation par duplication

Par le biais de la néofonctionnalisation, les duplications engendrent des gains de
fonctions avec I’acquisition de génes codant des nouvelles protéines. Au niveau de 1’évolution
des protéines, les séquences codantes peuvent acquérir des modifications entrainant
I’émergence de nouveaux repliements. Un exemple de ce type de brassage intragénique est la
permutation circulaire dans laquelle le géne code une protéine qui conserve la fonction initiale
mais subit un changement de topologie. Cette permutation circulaire est caractérisée par un
changement des positions C-terminale et N-terminale par rapport a la protéine sauvage, en

conservant la méme séquence protéique (Vogel et Morea, 2006).

La permutation par duplication est un exemple qui illustre ce processus. Cet
événement consiste en la duplication d’un géne puis la fusion en tandem des copies
dupliquées. Il peut alors y avoir des délétions partielles au niveau des parties N et C-
terminales. On obtient ainsi un variant de la protéine initiale ne changeant que par le
positionnement des codons d’initiation et de terminaison de la traduction (Figure I14).
Peisajovich et al. (2006) ont montré une permutation par duplication dans le géne codant les

ADN-méthyl-transférases chez Escherichia coli.

30



Introduction

Protéine originale Fusion

A B C > A B C A B C

Duplication et
fusion en tandem

Délétions partielles
des régions N-terminale
et C-terminale

Apparition de nouveaux
codons d'initiation
et de terminaison

C A B

Permutant circulaire

Figure 14 : Représentation schématique d’une permutation par duplication. Les lettres A, B et
C représentent trois régions de la protéine.

3.1.2.2. La fusion de génes
Lors de la permutation par duplication, deux copies dupliquées sont fusionnées en
tandem. Les différents types de réarrangements chromosomiques (duplication, délétion,
insertion, inversion et translocation) peuvent aussi conduire a la fusion de deux geénes
distincts. Cette fusion peut étre réalisée entre deux séquences codantes ou entre une séquence
codante et une région promotrice (Figure 15). Les génes de fusion (ou geénes chimeéres) ainsi
formés peuvent coder des protéines multifonctionnelles possédant des domaines protéiques

appartenant initialement a deux protéines différentes.

Dans la majorité des cas de protéines multifonctionnelles, les fonctions portées par ces
protéines interviennent dans une méme voie. Par exemple chez les Mammifgres, le géne CAD
code une protéine possédant trois domaines fonctionnels (CPSase, ATCase et DHOase) qui

interviennent dans les trois premicres étapes de la voie de biosynthése des nucléotides
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pyrimidiques. Chez S. cerevisiae, les génes HIS4 et HIS7 dont les protéines interviennent dans
la voie de biosynthése de I’histidine proviennent aussi de la fusion de génes. La protéine
His7p possede des domaines protéiques décrits pour les génes HisH et HisF de E. coli, alors

que Hisdp a ceux décrits pour Hisl, HisE et HisD (Fani et al., 1994 ; Fani et al., 2007).

Geéne 1 Geéne 2

L —L—

Réarrangement chromosomique
et formation de géne de fusion

v |

5 | —

Figure I5 : Représentation schématique d’une fusion de geénes. Les fléches représentent le site
d’initiation de la transcription. Les rectangles représentent les séquences codantes des génes 1
et 2.

A) Fusion de la séquence codante du gene 2 avec la région promotrice du géne 1.

B) Fusion des séquences codantes des geénes 1 et 2.

3.2. Adaptation a I’environnement

Les réarrangements chromosomiques apparaissant dans le génome d’un individu d’une
espece donnée peuvent lui conférer un avantage sélectif dans certaines conditions
environnementales. Il a été montré que des souches de Pseudomonas aeruginosa isolées de
poumons de patients atteints de mucoviscidose présentent des inversions chromosomiques de
grande taille (pouvant aller jusqu’a 4 Mb) par rapport a la souche standard PAO (Kresse et al.,
2003). Ces inversions peuvent étre accompagnées de 1’insertion d’éléments génétiques
comme le transposon Tn6061 qui confere une résistance de ces bactéries a différentes drogues

(Coyne et al., 2010).
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De la méme maniére, des souches de Candida albicans, une levure pathogeéne pour
I’Homme, isolées de patients atteints possédent des aneuploidies au sein de leur génome en
comparaison avec une souche de référence (Selmecki et al., 2006 ; Selmecki et al., 2009). Ces
souches sont résistantes vis-a-vis du fluconazole, un antifongique, alors que la souche sauvage

est sensible indiquant que la présence de chromosome surnuméraire confére cette résistance.

3.3. Pathologies humaines et réarrangements chromosomiques

3.3.1. Les aneuploidies dans les tumeurs solides

La présence d’aneuploidie dans des cellules est connue depuis le début du XX
siécle grace aux travaux de Theodor Boveri en 1902 puis 1914 sur des embryons d’oursins
(pour revue, Balmain, 2001). Des aneuploidies sont présentes dans 90% des cellules
cancéreuses chez I’Homme. Cependant, leur réle dans I’initiation ou la progression tumorale
n’est pas encore défini (Marx et al., 2002 ; Schvartzman et al., 2010). En effet, I’apparition de
chromosome supplémentaire peut provenir d’une instabilité chromosomique en méiose et en
mitose. Une diminution de 1’expression de génes codant des protéines mitotiques comme
BUBRI, MAD2, ou BUB3 peut expliquer une telle instabilité et étre 1’é1ément déclencheur de
I’apparition d’aneuploidie (Michel et al., 2001 ; Babu et al., 2003 ; Baker et al., 2004).

La présence d’aneuploidie engendre un changement dans le nombre de copies de
geénes par rapport a une cellule saine, ce qui peut altérer la régulation de certains genes
suppresseurs de tumeurs ou d’oncogénes comme MYC et ERBB2 et ainsi induire la
tumorisation (Alitalo et al., 1983 ; Slamon et al., 1989). Néanmoins, de récentes études ont
démontré que les aneuploidies, en plus de leur implication dans la progression tumorale,
pouvaient également inhiber cette prolifération en fonction du contexte cellulaire (Weaver et
al., 2007). La présence de chromosome surnuméraire peut inhiber la tumorisation en

surexprimant certains génes comme £752 dans des cas de trisomie 21 (Sussan et al., 2007).

3.3.2. Les genes de fusion et les leucémies

Les aneuploidies ne sont pas les seuls réarrangements chromosomiques retrouvés dans
des cellules cancéreuses. En effet, des événements d’amplification génique, de translocation
et de polyploidie sont aussi retrouvés dans ces cellules (Lengauer et al., 1998 ; Albertson et
al., 2003). Les translocations réciproques, contrairement aux autres remaniements cités,
n’engendrent pas de modifications dans le nombre de génes ou de chromosomes mais un

changement dans la structure du génome. Ce type de translocation est accompagné de la
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formation de geénes de fusion a la base du processus de tumorisation. Nous allons voir ici deux
exemple de leucémies en fonction des genes de fusion observés : la leucémie promyélocytaire

aigué et la leucémie de Burkitt.

3.3.2.1. Implication des genes de fusion RARa-PML et RARa-PLZF dans la
leucémie promyélocytaire aigué

La leucémie promyélocytaite aigué résulte de translocations variées ou les génes PML

ou PLZF sont fusionnés en phase avec la séquence codante du géne codant le récepteur de
I’acide rétinoique (RARa) (Koken et al., 1997 ; Zhou et al., 2006). Sous sa forme sauvage, ce
récepteur est un facteur de transcription qui se dimérise et réprime de nombreux genes.
Cependant, cette répression est levée par de faibles concentrations d’acide rétinoique (10
M). Lors de la fusion RARa-PML ou RARa-PLZF, la méme concentration de cet acide ne
permet pas le détachement de ce facteur de transcription des régions promotrices de ces génes
cibles. Parmi eux, on retrouve notamment des genes impliqués dans la différenciation

cellulaire. Le maintien de I’expression de ces geénes induit ainsi la tumorisation.

3.3.2.2. Implication du géne de fusion IgH-MYC dans la leucémie de Burkitt

La leucémie aigué de Burkitt est une pathologie liée aux lymphocytes B, qui est
causée, dans 75% des cas par une translocation entre les chromosomes 8 et 14. Cette
translocation entraine la fusion du proto-oncogéne MYC avec les séquences promotrices du
géne codant les chalnes lourdes des immunoglobulines IgH (Albertson, 2006). Ce proto-
oncogene joue un role important dans la multiplication et la mort cellulaires dans une cellule
saine. Les lymphocytes B produisant en permanence des anticorps, le géne MYC sera
continuellement actif dans ces cellules, entrainant ainsi la multiplication cellulaire. La
leucémie aigué de Burkitt est une pathologie n’affectant que les lymphocytes B car si la
fusion IgH-MYC intervenait dans un autre type cellulaire, elle n’aurait aucun effet : les génes

codant pour les anticorps ne sont exprimés que dans ce type de lymphocyte.
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4. Saccharomyces cerevisiae et 1’évolution des génomes des levures
hémiascomycetes

4.1. Saccharomyces cerevisiae: un organisme modéle pour étudier les
réarrangements chromosomiques

La levure hémiascomycete S. cerevisiae est un organisme modele eucaryote. C’est

notamment le premier organisme eucaryote dont le génome a été entierement séquencé. Ce

génome, d’une taille de 12 Mb, est constitué¢ d’environ 6000 genes (Goffeau et al., 1996).

D’un point de vue expérimental, S. cerevisiae est facilement cultivable et de
nombreuses techniques de génétique existent pour cet organisme. Il est ainsi possible de
construire des souches mutées rapidement grace a des techniques classiques de biologie
moléculaire. Une collection de délétions systématiques de tous les génes de S. cerevisiae a été
construite dans le but de réaliser une analyse fonctionnelle globale de I’ensemble du génome.
Tous les geénes de la levure ont été délétés et remplacés par le géne KanMX entrainant une
résistance vis-a-vis de la généticine. Les génes non-essentiels a la survie cellulaire ont été
délétés dans un contexte haploide. Les geénes essentiels 1’ont été dans un contexte diploide

hétérozygote. 1l s’agit de la collection EUROSCARF (Brachmann et al., 1998).

S. cerevisiae est également un outil particuliérement adapté pour étudier les
réarrangements chromosomiques. Cet organisme eucaryote posséde un cycle
haplodiplobiontique et les souches de laboratoire sont hétérothalliques. Ainsi, les analyses
peuvent é&tre menées aussi bien en contexte haploide que diploide. A partir des
caractéristiques de S. cerevisiae, différents systémes de sélection naturels de réarrangements
chromosomiques ont été mis au point. Ces cribles induisent des pressions de sélection, soit en
limitant des substrats de culture, soit en utilisant des analogues toxiques. Plusieurs types de

ces cribles ont été utilisés comme par exemple :

e Le systtme CANI URA3 (Chen et Kolodner, 1999). Dans ce crible de sélection, le
géne HXT13, localisé a environ 7,5 kb du géne CANI, a été remplacé par le gene
URA3. Le géne CANI code une perméase a I’arginine permettant I’entrée de cet
acide aminé dans la cellule mais aussi de la canavanine, son analogue toxique. Le
geéne URA3 code pour I’orotidine-5’-phosphate décarboxylase qui convertit I’OMP
en UMP mais également le 5-FOMP (provenant de la métabolisation du 5-FOA)
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en 5-FUMP pouvant conduire a la mort de la cellule. Ainsi, une souche sauvage est
sensible a la canavanine et au 5-FOA. Ce crible positif repose sur la sélection de
révertants résistants a ces deux composés suite a la perte des génes URA3 et CANI.
Les modifications observées a 1’origine de ces pertes sont des remaniements
chromosomiques comme des délétions, des translocations ou des événements plus

complexes comme la fusion de chromosomes.

* Le systeme de sélection RPL20A4 (Koszul et al., 2004). Une mutation dans le géne
RPL20A, qui code une protéine ribosomale, entraine un retard de croissance. La
surexpression du geéne paralogue RPL20B, possédant 99% d’identité de séquence
avec RPL20A, permet une restauration de la croissance. Le crible utilisé repose sur
I’utilisation d’une souche Arpl20A dans laquelle le géne RPL20A est délété. Les
souches sélectionnées a partir de ce crible présentent & nouveau une croissance
normale. L’analyse de ces révertants montre que la restauration du phénotype
sauvage se fait suite a un réarrangement chromosomique permettant la duplication

du géne RPL20B.

* La sélection par réponse a une pression de sélection (Dunham et al., 2002).
Contrairement aux autres systémes de sélection, ce crible ne repose pas sur
I’activité de génes marqueurs mais sur une pression de sélection. Une souche de S.
cerevisiae est cultivée en chemostat en conditions limitantes de glucose. Apres 100
a 500 générations dans ces conditions, des clones issus de cette culture sont
analysés par hybridation sur puces a ADN de type CGH. Il a été¢ montré que ces
cellules pouvaient posséder plusieurs types de réarrangements chromosomiques
comme des délétions, des translocations ou des duplications et notamment des

aneuploidies.

Au laboratoire, un systéme de sélection a également ét¢ mis au point (Exinger et
Lacroute, 1979 ; Welcker et al., 2000). Tout comme les différents cribles précédemment
décrits, il permet la sélection de souches porteuses de remaniements chromosomiques
spontanés in vivo. Il repose sur le principe de sélection positive a partir d’un géne marqueur
(URA2) et présente I’avantage de permettre 1’obtention de différents types de réarrangements
comme les duplications, les translocations, les délétions et les insertions de rétrotransposons

Tyl dans un contexte haploide et diploide. Il sera décrit dans le chapitre I.
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4.2. Evolution des génomes des levures hémiascomycétes

Les levures hémiascomyectes ont servi de précurseurs dans les études de génomique
comparative. A la fin des années 1990, le consortium Génolevures a posé les bases de la
génomique comparative des levures hémiascomycetes en séquencant les génomes de 13
levures hémiascomyceétes avec une faible couverture génomique de 0,4X et en réalisant leur
annotation (Souciet et al., 2000). Lors de cette derniere décennie, ce consortium a enrichi les
bases de données de génomes en effectuant le séquencage et I’annotation compléte des
levures Candida glabrata, Debaryomyces hansenii, Kluyveromyces lactis, Kluyveromyces
thermotolerans, Saccharomyces kluyverii, Yarrowia lipolytica et Zygossacharomyces rouxii
(Dujon et al., 2004 ; Souciet et al., 2009). D’autres laboratoires ont séquencé d’autres especes
de levures hémiascomycétes. Par exemple, le génome d’Ashbya gossypii a été séquencé par le
Biozentrum de Bale (Dietrich et al., 2004) alors que ceux de levures pathogénes pour
I’Homme comme Candida albicans et Candida parapsilosis 1’ont été par le Broad Institute
(Butler et al., 2009). A ce jour, plus de trente espéces de levures appartenant a ’ordre des
Hémiascomycetes sont séquencées (Figure 16). Ces especes sont classées dans des groupes
comme les Saccharomycetaceae, les Dipodascaceae et le groupe CTG (Figure 16) (Dujon,

2010).

Apres le séquengage et ’assemblage du génome de S. cerevisiae en 1996 (Goffeau et
al., 1996), la mise en évidence de blocs de duplication a permis de proposer que ce génome
avait évolué suite a une duplication totale du génome (Wolfe et Shields, 1997). Les analyses
génomiques et la comparaison de différentes especes séquencées ont confirmé 1’évolution de
levures comme S. cerevisiae et C. glabrata a partir d’un ancétre commun dont le génome a
ét¢ dupliqué (Kellis et al., 2004 ). La séparation des espéces pré-duplication et post-
duplication se fait entre les genres Saccharomyces et Zygosaccharomyces (Figure 16). De
plus, ces analyses comparatives ont permis de mettre en évidence d’autres réarrangements
chromosomiques entre les levures hémiascomyceétes. Par exemple, plus de 300 inversions et
translocations sont retrouvées lors des comparaisons des génomes de S. cerevisiae et A.

gossypii (Dietrich et al., 2004).
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Figure 16 : Arbre phylogénétique des levures hémiascomycétes (modifié a partir de Dujon,
2010). Trois groupes majeurs sont définis pour ces levures: les Saccharomycetaceae
(soulignés en bleu), les Dipodasceae (violet) et le groupe CTG (orange). Les genres allant des
Saccharomyces sensu stricto aux Vanderwaltozyma divergent d’un ancétre commun ayant eu
une duplication totale de son génome (WGD).
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Les réarrangements chromosomiques sont des événements essentiels dans 1’évolution
moléculaire des génomes. Ils permettent entre autres d’acquérir de nouvelles fonctions. Pour
analyser ces remaniements, des cribles de sélection peuvent étre utilisés chez S. cerevisiae
dont notamment ceux exposés plus haut. Au laboratoire, le systéme de sélection mis au point
repose sur un retour a la prototrophie vis-a-vis de I’uracile d’un mutant du géne URA2. Durant
ces 15 derniéres années, ce crible a permis d’isoler plus de 400 souches révertantes
prototrophes. La caractérisation de ces révertants a démontré la présence de réarrangements
chromosomiques variés. Ces souches possédent également des génes chiméres ot une partie
du geéne URA?2 est fusionnée a un geéne receveur. Suite a I’analyse de ces révertants, une
collection de souches haploides et diploides, porteuses de différents remaniements et
possédant différents types de génes de fusion, a été constituée. Cette collection a servi pour
¢tudier d’une part les impacts des réarrangements chromosomiques sur la physiologie
cellulaire et de comprendre la réponse d’une cellule suite a 1’apparition d’un tel événement.
Nous avons notamment mis en évidence que la ploidie jouait un réle prépondérant dans cette
réponse. D’autre part, cette collection a servi pour comprendre les impacts des genes de
fusion et pour déterminer le role des différentes parties de ces genes. Ces résultats seront

développés dans les trois premiers chapitres.

Dans la seconde partie, nous exposerons une analyse comparative des génomes
mitochondriaux des levures hémiascomycétes et particulieérement ceux appartenant au groupe
CTG (Figure 16). Notre laboratoire faisant partie du consortium Génolevures, j’ai participé a
I’annotation des génomes de Pichia sorbitophila et Arxula adenivorans. Suite a cette
annotation, il a ét¢ montré que 60% des geénes de P. sorbitophila ont deux versions alléliques
dans le génome et sont hétérozygotes. De ce fait, cette espece est décrite comme provenant de
I’hybridation de deux espéces distinctes (Dujon, 2010). Une des deux espéces apparentée a P.
sorbitophila est supposée étre Pichia farinosa car ces deux levures ont été¢ définies comme
appartenant a la méme espéce par des approches biochimiques (Kurtzman et Fell, 1998). Le
génome de P. farinosa a été séquencé par notre laboratoire pour le comparer a celui de P.
sorbitophila. Dans notre étude présentée ici, nous avons assemblé et annoté les séquences
mitochondriales de P. sorbitophila et de P. farinosa. Dans le but de comparer ces especes,
nous avons utilisé les séquences mitochondriales annotées des espéces proches de P.
sorbitophila comme C. albicans, C. parapsilosis et D. hansenii (Anderson et al., 2001 ;

Nosek et al., 2004 ; Sacerdot et al., 2008) et d’autres non-annotées comme Pichia
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guilliermondii, Candida tropicalis, Lodderomyces elongisporus et Pichia stipitis (Butler et
al., 2009 ; Jeffries et al., 2007). Nous avons annoté ces séquences et nous les avons utilisées
pour réaliser une analyse phylogénétique des levures du groupe CTG (Figure 16). Cette étude
montre clairement que les levures P. farinosa et P. sorbitophila sont phylogénétiquement
¢loignées et peuvent étre définies comme des especes distinctes. Ces résultats seront exposés

dans le quatriéme chapitre.
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Matériel et Méthodes

1. Organismes et milieux de culture

1.1. Les organismes

1.1.1. Saccharomyces cerevisiae

La levure Saccharomyces cerevisiae est un champignon hémiascomycéte
hétérothallique. Son cycle cellulaire est haplodiplobiontique, c’est-a-dire qu’il peut se
maintenir aussi bien sous forme haploide que diploide grace a sa multiplication végétative
(Figure MM1). En conditions défavorables (carence en carbone ou en azote), les cellules
diploides vont sporuler et donner naissance a des asques contenant quatre spores non
ordonnées. Lorsque ces spores sont en conditions plus favorables, elles vont germer et donner
deux cellules de signe a et deux de signe a. Deux cellules de signes opposés peuvent ensuite
fusionner pour générer une cellule diploide. Ces étapes peuvent étre reproduites en laboratoire

(Figure MM1).

Les caractéristiques des différentes souches de S. cerevisiae utilisées lors de ce travail
sont répertoriées dans le Tableau MMI1. Ces cellules sont toutes isogéniques a la souche de
laboratoire FL100. L’utilisation de souches de la collection EUROSCAREF, isogéniques a la

souche de référence S288c, a également été nécessaire pour mener notre projet a terme.

Souches Contexte génétique | Génotype Phénotype

aUT FL100 MATa wura2;s s, trplA63 Ura Trp

aUHT FL100 MATa ura2;s 39,72 his3A200 trpl1A63 Ura His” Trp’
aUL FL100 MATao ura2;s 30,72 leu2 AO Ura Leu
EUROSCARF | BY4742 MATa his3AI leu2 A0 lys3AOQ ura3 A0 His" Leu Lys™ Ura’

Tableau MM : Les différentes souches de S. cerevisiae utilisées lors de cette étude.
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1.1.2. Zygosacharomyces rouxii, Pichia sorbitophila et Pichia farinosa

Ces trois levures sont des champignons hémiascomycetes osmotolérantes. Les souches
Zygossacharomyces rouxii (CBS 732) et Pichia sorbitophila (CBS 7064) sont des cellules
diploides alors que Pichia farinosa (CBS 185) est haploide.

o\
O

Croisement

Multiplication
par bourgeonnement
des cellules haploides

@ Zygote Ct)

Multiplication
@ par bourgeonnement
des cellules dlpl01des

Milieu Milieu
favorable o carencé

Figure MMI1 : Cycle cellulaire de S. cerevisiae.
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1.2. Les milieux de culture
Les milieux sont stérilisés par autoclavage a 110°C pendant 20 minutes (0,5 bar de

pression). La composition des milieux utilisés est la suivante :

* milieu complet YPD : bactopeptone 20 g/l ; yeast extract 10 g/ ; glucose 20 g/l

* milieu minimum YNB : yeast nitrogen base 6,7 g/l ; glucose 20 g/1

*milieu de présporulation GNA : glucose 50 g/l ; bacto beef extract 11,25 g/l;
bactopeptone 18,75 g/l ; yeast extract 10 g/l

* milieu de sporulation AcK : acétate de potassium 10 g/l

Tous ces milieux peuvent €tre solidifi€s par 1’ajout de 2% d’agar. Le milieu YNB peut
étre supplémenté par I’ajout d’acides aminés (50 ug/l) en fonction des auxotrophies présentes.
Le glucose comme source de carbone en milieu complet peut étre remplacé par du galactose
(20 g/1), du sorbitol (20 g/1), de 1’acide acétique (20 g/1), du glycérol (3%) ou de 1’éthanol
2%).

1.3. Les conditions de culture
Les cellules sont cultivées soit en milieu liquide sous agitation soit en milieu solide.
La température optimale de croissance est de 30 °C pour S. cerevisiae, P. sorbitophila et P.

farinosa, alors qu’elle est de 25 °C pour Z. rouxii.

1.4. Conservation des souches
Les souches de levure sont conservées a —80 °C dans 1,5 ml de milieu complet

contenant 10% de glycérol.

1.5. Mesure de la croissance cellulaire
La concentration cellulaire d’une culture de S. cerevisiae peut étre déterminée de deux

manieéres :

* En milieu liquide, par mesure de 1’absorbance de la culture a 600 nm par
spectrophotometre (ici Spectronic® 20 Genesys™ ).
Une unité de densité optique, pour S. cerevisiae équivaut a :
*  7x10’ cellules haploides/ml
*  4x107 cellules diploides/ml
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= En milieu solide, par étalement sur milieu complet gélosé d’une concentration connue

de culture, sachant que chaque cellule viable menera a I’apparition d’une colonie.

2. Techniques génétiques de la levure
2.1. Obtention de cellules diploides
Des cellules diploides peuvent étre obtenues par le croisement d’une souche haploide
de signe a et d’une souche de signe opposé a en phase exponentielle de croissance. Les
zygotes obtenus ont une forme caractéristique facilement distinguable au microscope 3 a 4
heures aprés croisement. Ils peuvent ensuite étre isolés a 1’aide d’un micromanipulateur

Singer de type MSM.

Une autre méthode pour obtenir des diploides est I'utilisation de la complémentation
allélique. L’utilisation du micromanipulateur est alors remplacée par un étalement sur milieu

sélectif.

2.2. Obtention de cellules haploides
Des cellules diploides en phase exponentielle de croissance sont étalées sur milieu
GNA et incubés pendant une nuit a 30 °C. Une anse de la culture est alors transférée sur

milieu AcK et incubée a 30°C pendant 3 a 4 jours.

2.3. Dissection de tétrades
Elle permet d’analyser les phénotypes des spores issues de la méiose. Une anse de
milieu de sporulation est mise en suspension dans 200 ul d’eau stérile a laquelle sont ajoutés

30 unités de zymolyase. On incube le mélange a 30 °C pendant 35 min.

La zymolyase hydrolyse la paroi des asques sans que les tétrades ne se séparent. Les
spores d’une tétrade sont séparées et isolées sur une boite de milieu complet a I’aide d’un
micromanipulateur Singer de type MSM. Les clones des spores apparaissent au bout de 48 h a

96 h et peuvent ensuite étre analysés séparément.
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2.4. Analyse phénotypique
2.4.1. Détermination des phénotypes
Elle se fait en comparant les capacités de croissance des spores sur différents milieux

sélectifs selon deux méthodes :

= e repiquage : chaque colonie est prélevée a 1’aide d’un cure-dent ou d’une anse puis
repiquée sur un autre milieu

= le test en gouttes : chaque colonie est mise en suspension dans de 1’eau stérile. Une
goutte est alors déposée sur différents milieux sélectifs. Cette technique permet de
tester la croissance pour les spores étudiés sur des substrats différents ou sur des

gammes de concentration de substrats.

2.4.2. Détermination du signe sexuel : Halo Mating Type Assay
En plus des cellules dont on veut déterminer le signe sexuel, deux souches sont

utilisées :

= DBY7730 (MATa) dont le génotype est ade2 his6 metl ural canl cyhl rme sstl-3.
= DBY7442 (MAToa) dont le génotype est sst2 et le phénotype est Leu- Ura- Ade- (le

génotype exact n’est pas décrit pour cette souche).

Elles ont la particularité d’étre sensibles respectivement au facteur o et au facteur a.
Ces deux souches sont mises en culture pendant 12 h dans 10 ml de milieu YPD. Elles sont
ensuite diluées au 1/10 avec de I’eau stérile et 200 ul de ces dilutions sont étalés sur des boites
de milieu complet (il faut une boite par souche). Ces derni¢res sont alors incubées a 30°C

pendant 30 min.

Les cellules dont on veut déterminer le signe sexuel sont alors déposées sur ces boites,
soit par repiquage au cure-dent soit par test en gouttes, puis incubées pendant deux jours a
30°C. Les cellules présentant un halo sur la boite ou la souche DBY7730 est étalée sont de

signe a alors que celles ayant un halo sur la seconde boite sont de signe a.
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3. Détermination de la morphologie des cellules et des colonies

Les cellules en phase exponentielle de croissance sont prélevées et placées sous un

microscope de type LEICA DM4000B, avec un grossissement 1000X.

Les souches sont isolées sur différents milieux et leur croissance est effectuée pendant
6 jours a 30°C. Les clones sont alors photographiés a 1’aide d’un macroscope Leica Z16 APO

A, avec un grossissement 10X.

4. Préparation des acides nucléiques
4.1. Préparation rapide d’ADN génomique (Hoffman et Winston, 1987)

Des cellules en phase stationnaire, cultivées dans 15 ml de milieu YPD ou YP
galactose, sont récoltées par centrifugation de 5 min a 3000 rpm. Elles sont ensuite lavées
avec 1 ml d’eau stérile, transférées dans un microtube Eppendorf puis reprises dans 250 ul de
tampon de broyage (TrisHCI pH 8 10 mM ; EDTA 1 mM ; NaCl 100 mM, Triton 2% ; SDS
1%) auxquels 1 ml de billes de verre et 250 ul de phénol-chloroforme sont ajoutés. Ce
mélange est vortexé vigoureusement pendant 3 min puis centrifugé a 11000 rpm durant 5 min.
Afin de se débarrasser des protéines et autres débris cellulaires, seule la phase aqueuse du
mélange est transférée dans un nouveau tube et lavée avec un volume de phénol-chloroforme.
Les acides nucléiques sont alors précipités par 1’ajout de 600 ul d’éthanol absolu et 20 ul
d’acétate d’ammonium 4 M, puis placés pendant 1 heure a -20°C. Le mélange est centrifugé a
12400 rpm pendant 15 min, puis le culot est séché et repris dans 400 ul de tampon TE
(TrisHCI pH 8 10 mM ; EDTA 1 mM). Afin d’enlever les ARN de la préparation d’acides
nucléiques, 5 ul de RNase A a 10 mg/ml sont ajoutés et le mélange est placé a 37°C pendant
10 min. L’ADN est alors précipité par I’ajout d’1 ml d’éthanol absolu et 10 ul d’acétate de
sodium 3M et placé a -20°C pendant au moins 1 heure. Aprés une centrifugation de 15 min a
12400 rpm, le culot est lavé par 1 ml d’éthanol 80 % puis centrifugé pendant 5 min toujours a
la méme vitesse. Le culot est ensuite séché puis repris dans 50 ul de tampon TE ou d’eau

déminéralisée.

4.2. Préparation des ARN totaux de S. cerevisiae
4.2.1. Préparation des cellules
Cinq ml de cellules en phase exponentielle de croissance (la densité optique a 600 nm

est comprise entre 0,32 et 0,35 au spectrophotométre Spectronic® 20 Genesys™), cultivées
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en milieu YNB, sont placés sur un filtre grice a une pompe a vide (ce filtre bloque les
organismes dont la taille est supérieure a 0,45 um). Ce filtre est alors congelé dans de I’azote
liquide puis placé a -80°C jusqu’a la préparation des ARN pour ne pas induire de stress aux

cellules lors de la récolte des cellules par centrifugations.

4.2.2. Préparation des ARN

La préparation des ARN totaux de S. cerevisiae a été effectuée en combinant le
protocole d’extraction au phénol chaud et les colonnes RNeasy commercialisées par Qiagen
(le protocole utilis¢ est décrit par le fournisseur). Toutes les solutions et tout le matériel

utilisés sont précautionneusement préparés puis utilisés dans un contexte sans nucléases.

Les filtres portant les cellules sont placés dans un tube Eppendorf de 2 ml en contact
avec 750 ul de tampon de lyse (TrisHCI pH 7,5 10 mM, EDTA 10 mM, SDS 0,5%) et
vortexés pendant 3 min. Le méme volume de phénol acide est ajouté, le mélange est vortexé a
nouveau pendant 3 min avant d’étre incubé 1 h a 60°C. Lors de cette incubation, les tubes
sont vigoureusement mélangés toutes les 20 min. Afin d’engendrer un choc thermique, les
tubes sont placés dans la glace pendant 10 min puis centrifugés 5 min a 12400 rpm. Les
acides nucléiques, contenus dans la phase supérieure, sont transférés dans un tube Phase Lock
Gel™Heavy commercialisé¢ par Eppendorf. 750 ul de chloroforme sont ajoutés et le tube est
mélangé par inversion avant d’étre centrifugé 5 min a 12400 rpm. Le surnageant est récupéré
puis placé dans un nouveau tube et les acides nucléiques sont précipités pendant une nuit a -

20 °C en présence de 75 ul d’acétate de sodium 3 M et de 1,5 ml d’éthanol absolu.

Les tubes sont ensuite centrifugés 15 min a 12400 rpm. Le culot est repris dans 350 ul
d’éthanol 80% et 350 ul de tampon RLT puis le mélange est placé sur une colonne RNeasy
qui permet de purifier les ARN. Cette derniére est centrifugée pendant 15 sec a 12400 rpm.
Elle est ensuite lavée successivement par 700 ul de tampon RW1 puis 500 ul de tampon RTE.
Aprées chaque lavage, la colonne est centrifugée 15 sec a 12400 rpm. Elle est & nouveau rincée
par 1’ajout de 500 ul de tampon RTE puis centrifugée 2 min. La colonne est placée dans un
nouveau tube Eppendorf ou les ARN seront €¢lués en présence de 50 ul d’eau grace a une
centrifugation de 1 min a 12400 rpm. La composition des tampons RLT, RW1 et RTE n’est

pas donnée par le fournisseur.
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5. Analyse, quantification et purification des acides nucléiques
5.1. Analyse des acides nucléiques : électrophorése en gel d’agarose
Les molécules d’acides nucléiques peuvent étre séparées en fonction de leur taille par
¢lectrophorese sur gel d’agarose 1% dans du tampon TAEx1 (Tris 4,84 g ; acétate de sodium
0,68 g ; acide acétique 1,35 ml ; EDTA 0,336 g ; H,0 gsp 1 1) sous une tension de 30 V a 90
V. L’ajout de bromure d’éthidium (BET) dans le gel ou dans un bain aprés migration permet

d’observer les molécules nucléaires sous UV.

5.2. Quantification des acides nucléiques
La concentration d’une solution d’ADN, d’ADNc ou d’ARN peut étre déterminée en
mesurant leur absorbance a 260 nm. En effet, a cette longueur d’onde, une unité de densité
optique d’ADN bicaténaire, d’ADN monocaténaire ou d’ARN correspond respectivement a
une concentration de 50 ug/ml, 33 ug/ml ou 40 ug/ml. Dans cette étude, les mesures ont été

réalisées a 1’aide d’un spectrophotometre de type Nanodrop ND1000.

5.3. Purification de ’ADN
5.3.1. Précipitation alcoolique de ’ADN
En présence d’éthanol et d’un sel, les acides nucléiques précipitent. Cette propriété

permet de purifier ou de concentrer une solution d’ADN.

On ajoute 2,5 volumes d’éthanol 100 % conservé a -20 °C, 1/10 de volume d’acétate
de sodium 3 M et 1 ul de glycogéne. Le mélange est incubé a -20 °C pendant au moins 1
heure puis centrifugé pendant 15 min a 12400 rpm. Le culot est lavé avec de I’éthanol 80 %.
Il est ensuite séché puis repris dans le volume désiré d’eau ou de tampon TE (TrisHCI pH 8

10 mM ; EDTA 1 mM).

5.3.2. Purification de I’ADN par chromatographie

Cette méthode est basée sur la technique de chromatographie par gel-filtration (ou
exclusion). Elle consiste en une séparation différentielle des molécules en fonction de leur
taille sur une résine de Sépacryl. Cette technique a été utilisée pour séparer des fragments de
PCR des autres molécules présentes dans le milieu réactionnel (ANTPs, sel, amorces,...). Ces
molécules, de taille plus petite, vont étre retenues sur la colonne alors que I’ADN amplifié va

étre ¢lué rapidement par centrifugation.
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La colonne est remise en suspension, placée dans un microtube puis centrifugée a
2300 rpm pendant 1 min pour enlever I’exces de tampon. Apres avoir placé la colonne dans
un nouveau tube, 25 a 50 ul de I’échantillon a purifier sont déposés sur la surface de la résine

puis centrifugés 2 min a 2300 rpm.

6. Les PCR
6.1. Amplification d’un fragment d’ADN par PCR
6.1.1. Les différentes étapes de la PCR
La PCR est une technique de biologie moléculaire qui permet I’amplification
exponentielle et spécifique d’un fragment d’ADN en utilisant des oligonucléotides amorces,
des dNTPs et une ADN polymérase thermostable. Elle comprend trois étapes qui sont
répétées pendant 30 a 35 cycles. Le nombre de cycle dépend de la quantité d’ADN matrice

initiale. Les trois étapes sont :

e la dénaturation permet la séparation de I’ADN bicaténaire en ADN

monocaténaire. La température classiquement utilisée est de 94°C pendant 30 s.

e P’hybridation des amorces sur les sites spécifiques de I’ADN. C’est 1’étape clé
pour déterminer la spécificité et le rendement de la réaction de PCR. En
fonction de la séquence et de la taille des amorces, la température d’hybridation
(Tm) est différente. Elle est généralement comprise entre 50°C et 60°C. La

durée de cette étape varie de 30 s a 1 min.

e ’élongation ou le brin complémentaire spécifique au brin matrice est
synthétisé. Elle est réalisée a une température optimale pour 1’enzyme utilisée
(72°C pour la Tag DNA polymérase). Si I’on utilise la 7ag DNA polymérase,
la durée d’¢longation est d’1 min/kb.

Le nombre de cycle dépend de la quantité de matrice initiale et il faut généralement de
25 a 35 cycles de PCR pour obtenir 1 mg d’ADN a partir de quelques picogrammes d’ADN.
Une étape de post-¢longation de 10 min a 72°C est effectuée apres la fin des cycles afin de

terminer la synthése de certains brins éventuellement inachevés.
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6.1.2. Matériel

Les réactions de PCR sont effectuées dans des tubes de 200 ul de volume ; le volume
réactionnel est de 50 ul. Elles se font dans un thermocycleur de type Mastercycler™ Gradient
d’Eppendorf. L’enzyme généralement utilisée est la 7ag DNA polymérase commercialisée
par MP Biomedicals. Elle est fournie avec son tampon x10 (TrisHCl pH 9 10 mM, KCI 50
mM, MgCI2 1,5 mM, Triton X-100 0,1%, BSA 0,2 mg/ml) ainsi qu’une solution contenant

les 4 ANTPs a une concentration de 10 mM.

La composition du milieu réactionnel pour un volume de 50 ul est de : 5 ul de tampon
x10, 0,5 ul de la solution contenant les 4 dNTPs, 10 pmoles de chaque amorce, environ 100

ng d’ADN total, 0,2 unités d’enzyme et de I’eau bidistillée qsp 50 ul.

6.2. Amplification d’un fragment d’ARN par RT-PCR
La RT-PCR permet I’amplification spécifique et exponentielle d’un fragment d’ARN.
La réaction est une PCR classique précédée d’une étape de réverse-transcription de I’ARN en
ADN complémentaire. Pour réaliser les RT-PCR nous avons utilisé¢ le kit Superscript™ III
One-Step RT-PCR System with Platintum® 7ag DNA Polymerase de Invitrogen. Ce kit est
composé d’un mix réactionnel x2 (0,4 mM de chaque dNTPs, MgSO4 3,2 mM) et d’un mix

d’enzymes contenant une réverse-transcriptase et une 7ag DNA polymérase.

La réaction de RT-PCR commence par une réverse-transcription en plagant le mélange
réactionnel a 50°C pendant 30 min. Il s’en suit ensuite 40 cycles de PCR classique, avec une
température d’élongation de 68°C qui est la température optimale pour la 7ag DNA

polymérase utilisée. Une étape d’élongation finale de 5 min a 68°C est également nécessaire.

La composition du milieu réactionnel pour un volume de 25 ul est de : 12,5 ul de mix
réactionnel x2, 100 ng d’ARN, 10 pmoles de chaque amorce, 0,5 ul du mix d’enzymes et de

I’eau gsp 25 ul.

7. Les RT-PCR quantitatives (QRT-PCR)

Les PCR et RT-PCR quantitatives peuvent &tre utilisées pour quantifier une quantité
d’ADN ou d’ARN matrice initiale. Deux types de qPCR existent : les qPCR absolues et les

qPCR relatives. Dans le premier cas de figure, la matrice initiale est quantifiée grace a une
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gamme ¢étalon d’acide nucléique de référence, alors que dans le second, les résultats sont

comparés deux a deux et un ratio de concentration peut étre utilisé pour analyser les résultats.

Dans notre cas, les qQRT-PCR ont été utilisées pour déterminer la quantité de transcrits.
Les amorces ont été choisies de part et d’autres des jonctions des genes de fusion et
permettent 1’amplification d’un fragment d’intérét d’environ 200 pb. Chaque couple
d’amorces ayant des efficacités d’hybridation différentes et la taille de chaque fragment

d’intérét n’étant pas exactement identique, les qRT-PCR absolues ont été choisies.

En fonction du nombre d’étapes, différentes qRT-PCR peuvent étre appliquées. On
distingue la qRT-PCR en une étape et celle en deux étapes. Lors des qRT-PCR en une étape,
la réverse-transcription et la PCR sont effectuées dans le méme tube lors d’un cycle de RT-
PCR classique. Pour les qRT-PCR en deux étapes, la réverse-transcription est réalisée avant la

qPCR, et la quantification est faite au niveau des ADNc.

Nous avons choisi de faire des QRT-PCR absolues en deux étapes. Pour les réaliser, la
réverse-transcription des ARN totaux a été effectuée ainsi que des gammes d’ADNc, pour

déterminer exactement la quantité de matrice initiale.

7.1. Réverse transcription des ARN totaux
Pour réaliser ces expériences, le kit SuperScript™ III First-Strand Synthesis SuperMix
for qRT-PCR d’Invitrogen a été utilisé. Ce kit est composé d’une enzyme permettant la
réverse-transcription (RT), de la Rnase H d’Escherichia coli qui permettra de dégrader les
ARN aprées la syntheése de I’ADNc et d’un mix réactionnel x2 (oligo(dT), 2,5 uM, hexameres
aléatoires 2,5 ug/ml, MgCl, 10 mM, dNTPs).

Pour réaliser la synthése d’ADNc, le mélange réactionnel pour un volume de 20 ul est
le suivant : 10 ul de mix réactionnel x2, 2 ul de I’enzyme RT, 1 ug d’ARN et de ’eau gsp 20
ul. Pour que la réverse-transcription se produise, le mélange est placé 10 min a 25°C puis 30
min a 50°C. Il est ensuite mis a 85°C pendant 5 min avant d’étre refroidi dans la glace, afin de
terminer la réaction et d’inactiver I’enzyme. Pour éliminer les ARN résiduels, 2 unités de

RNase H sont ajoutées au mélange qui est placé 20 min a 37°C.
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7.2. Préparation de la gamme d’ADNc
Chaque transcrit étudi¢ ayant une taille et une séquence nucléotidique différentes, une
gamme d’ADNc par transcrit est nécessaire. Une PCR, bornée par les amorces qui seront
utilisées pour les qPCR, est effectuée et les fragments d’ADN obtenus sont purifiés. Le
promoteur de I’ARN polymérase T7 et une queue polyA sont ensuite greffés a ces fragments
grace a une série de deux PCR. Ces nouveaux fragments sont ensuite utilisés pour faire une

transcription in vitro puis une réverse-transcription.

7.2.1. Transcription in vitro

Pour réaliser ces expériences, le kit T7 Ribomax™ Express Large Scale RNA
Production System de Promega a été utilisé. L’enzyme utilisée dans ce kit est ’ARN
polymérase T7. Lors de cette réaction, 1 ug de matrice, 2 ul d’enzyme, 10 ul de tampon x2

(contenant notamment les INTPs) et de I’eau qsp 20 ul sont placés a 37°C pendant 30 min.

Un traitement a la DNase I commercialisée par Invitrogen est nécessaire afin
d’¢liminer les ADN de la réaction. Les produits issus de la transcription in vitro sont mis en

contact avec environ 200 unités de DNase I et placés pendant 15 min a 37°C.

7.2.2. Formation de la gamme d’ADN¢
Le méme protocole que celui décrit précédemment est utilisé en utilisant les amorces

oligo(dT),o pour former les ADNc (cf. paragraphe 7.1 — Figure MM?2).

7.3. La réaction de qPCR

Les réactions de qPCR ont été effectuées en utilisant le kit MESA GREEN qPCR
MasterMix Plus for SYBR™ Assa w/ fluorescein de Eurogentec. Il est composé d’un tampon
x2 qui comporte des ANTPs, 4 mM de MgCl2, une Meteor Taq DNA polymerase, du SYBR®
Green I et de la fluorescéine. Le SYBR® Green I est un intercalant de I’ADN qui s’insére
dans I’ADN bicaténaire toutes les 20 paires de bases environ. Grace a ses propriétés de
fluorescence, il va permettre de suivre la quantité de fragments de PCR formés a chaque
cycle. Ainsi, le nombre de molécules d’ADNc de départ est quantifié en se basant sur les

gammes étalons d’ADNc.
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Figure MM2 : Schéma récapitulatif des étapes nécessaires a 1’obtention d’une gamme
d’ ADNc utilisable pour les qRT-PCR en 2 étapes.

Les qPCR sont réalisées dans in lightcycler MyiQ Single-Color Real-Time PCR
Detection System commercialis¢ par BIORAD. Chaque réaction est effectuée dans une
microplaque de 96 puits avec un volume final de 25 ul. Chaque réaction est composée de 12,5
ul de tampon x2, de 5 pmoles de chaque amorce, d’une quantité x d’ADNc et de I’eau gsp 25
ul. La quantité d’ADNc des gammes étalons varie de 1 ng a 10” ng, alors que pour
déterminer précisément la quantité d’un ADNc particulier, 100 ng et 10 ng d’ADNc totaux

sont utilisés.
Les étapes de la qPCR sont, comme pour la PCR, un enchainement de cycles répétant

les étapes dénaturation-hybridation-élongation. Le traitement des résultats est réalisé grace au

MyiQ System Software.
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8. Détermination des paramétres de croissance cellulaire

8.1. Méthode automatique
Un clone isolé est mis en préculture dans 10 ml de milieu minimum et incubé pendant
environ 24 h. La lecture de I’absorbance a 600 nm permet de calculer la dilution nécessaire

pour établir une nouvelle culture cellulaire ou la densité optique est exactement égale a 0,02.

Cent cinquante ul de cette culture sont alors prélevés et placés dans une microplaque
de 96 puits qui est installée dans un lecteur de microplaques de type TECAN INFINITE
F200. Ce lecteur permet la croissance cellulaire en agitant la plaque a environ 120 rpm et a 30
°C. Pour chaque puits, une mesure d’absorbance est réalisée toutes les 10 minutes. Les
résultats obtenus sont traités a 1’aide d’un logiciel développé au laboratoire par Benoit
Kammerer. Ce logiciel détermine trois parametres: le temps de génération, la vitesse
spécifique de croissance et le temps de la phase de latence pendant lequel la cellule s’adapte a
son environnement (Figure MM3). Un autre parameétre de la croissance cellulaire peut étre
défini a partir de ces courbes de croissance : la biomasse formée (Figure MM3). Ce dernier

n’est pas utilisé dans notre étude.

8.2. Méthode manuelle
Lors de cette étude, le milieu utilis¢ est le milieu YNB contenant du glucose a une

concentration de 5 g/l, concentration a laquelle les dosages enzymatiques sont plus précis.

8.2.1. Croissance cellulaire

Comme pour la méthode automatique, un clone isolé est mis en préculture dans 10 ml
de milieu minimum et incubé pendant environ 24 h. Cette préculture est utilisée pour
ensemencer précisément 50 ml de ce méme milieu YNB. Le suivi de croissance cellulaire se
fait aprés 12 h d’incubation a 30 °C et & 130 rpm. A ce temps, puis toutes les 2 h, des tubes
aliquots sont prélevés afin de mesurer 1’absorbance de la culture a 600 nm et ils sont
¢galement utilisés pour déterminer la consommation spécifique du glucose et la production
d’éthanol. Le temps spécifique de croissance u est déterminé en phase exponentielle de

croissance et le temps de génération g est déterminé selon 1’équation g = In 2/u.

54



Matériel et Méthodes

Figure MM3 : Exemple d’une courbe de croissance obtenue par la méthode automatique. Ce
graphique représente les absorbances en coordonnées semi-logarithmiques (axe des
ordonnées) en fonction du temps (axe des abscisses). Divers parameétres quantitatifs sont
obtenus a partir de cette méthode : le temps de la phase de latence (1), le temps de génération
et la vitesse spécifique de croissance (2), ainsi que la biomasse formée (3).

8.2.2. Consommation spécifique de glucose

Le dosage du glucose en solution est réalisé par une double réaction enzymatique en
utilisant le kit D-Glucose de R-BIOPHARM. La premiére réaction est la phosphorylation du
glucose en glucose-6-phosphate (G6P) en présence de 1I’hexokinase (HK) et d’ATP.

En présence de I’enzyme glucose-6-phosphate-déshydrogénase (G6P-DH), le G6P est
oxydé par le NADP" en gluconate-6-phosphate. Le cofacteur est lui réduit en NADPH + H'.

G6P-DH
G6P + NADP" »  Gluconate-6-phosphate + NADPH + H"

En présence d’un large excés de NADP', les quantités de glucose et de cofacteurs
réduits sont stoechiométriquement égaux. Le dosage du glucose repose donc sur la formation

de NADPH + H', produit dosable par spectrophotométrie a 340 nm.
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Chaque solution aliquote est diluée au 1/100 et 50 ul de celle-ci sont mis en solution
dans 950 ul d’eau et 500 ul de solution 1 (tampon trié¢thanolamine, pH 7,6, 110 mg de NADP,
260 mg d’ATP). Une premicre lecture d’absorbance a 340 nm est effectuée aprés 5 min a
température ambiante. Afin que les réactions enzymatiques soient réalisées, 10 ul de solution
2 (320 U de HK, 160 U de G6P-DH) sont ajoutés. Aprés 15 min a température ambiante, une
seconde lecture a 340 nm est effectuée. En paralléle des échantillons, un dosage sans glucose
et un autre avec 25 ug de solution de glucose sont effectués, respectivement pour faire le zéro

d’absorbance et pour normaliser les valeurs de concentration de chaque échantillon.

Pour déterminer la concentration de glucose dans chaque échantillon, la formule

utilisée est : ¢ =(V x PM x dA)+(E x d x v x1000)

avec : ¢ = concentration de glucose en g/l
V = volume final de la réaction (1510 ul)
PM = poids moléculaire du glucose (180,16 g/mol)
dA = différence d’absorbance avant et aprés les réactions enzymatiques
E = coefficient d’extinction molaire du NADPH + H+ (6,3 I/mmol/cm)
d = distance du trajet optique (1 cm)

v = volume de I’échantillon (50 ul)
soit, ¢ =0,8636 x dA

Pour obtenir la consommation spécifique de glucose Qgun, on divise le temps

spécifique de croissance w par la concentration c ainsi obtenue.

8.2.3. Production spécifique d’éthanol

Comme pour le glucose, le dosage de I’éthanol repose sur une double réaction
enzymatique en utilisant le kit Ethanol de R-BIOPHARM. La premicre est 1’oxydation
d’éthanol en acétaldéhyde par une enzyme de type alcool déshydrogénase (ADH) en présence

de NAD".

La seconde réaction est 1’oxydation d’acétaldéhyde en acide acétique par 1’aldéhyde

déshydrogénase (Al-DH).
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Al-DH
Acétaldéhyde + NAD" »  Acide acétique + NADH + H"

En présence d’un large excés de NAD", les quantités d’éthanol et de NADH + H' sont
stoechiométriquement €gales. Le dosage d’éthanol repose donc sur la formation de NADH +

H', composé dosable a 340 nm.

Chaque aliquot est dilué¢ au 1/100 et 50 ul de celle-ci sont ajoutés a 1,5 ml de solution
1 (tampon diphosphate de potassium pH 9). Une premiére lecture de 1’absorbance a 340 nm
est réalisée apres 3 min a température ambiante. La seconde réaction enzymatique débute par
I’ajout de 25 ul de solution 2 (possédant environ 100 unités d’ADH, 0,4 unités d’Al-DH et
approximativement 2 mg de NAD") . Une deuxiéme prise d’absorbance a 340 nm est réalisée
aprés 5 min a température ambiante. En parallele des échantillons, un dosage sans éthanol et
un autre avec 3 ug de solution d’éthanol sont effectués, respectivement pour faire le zéro

d’absorbance et pour normaliser les valeurs de concentration de chaque échantillon.

Pour déterminer la concentration d’éthanol dans chaque échantillon, la formule utilisée

est: ¢ =(VxPMxdA)+(E xdxvx1000x2)

avec : ¢ = concentration de glucose en g/l
V = volume final de la réaction (1575 ul)
PM = poids moléculaire de 1’éthanol (46,07 g/mol)
dA = différence d’absorbance avant et aprés les réactions enzymatiques
E = coefficient d’extinction molaire du NADH + H+ (6,3 I/mmol/cm)
d = distance du trajet optique (1 cm)

v = volume de I’échantillon (50 ul)
soit, c=0,1152x dA

Pour obtenir la production spécifique d’éthanol mgon, le temps spécifique de

croissance W est divisé par la concentration c ainsi obtenue.
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8.2.4. Détermination du poids sec

Un clone isol¢ est mis en suspension dans 200 ml de milieu YNB. Les cellules sont
arrétées en phase exponentielle de croissance (0.3<DOgponm<0,5). 180 ml de culture sont
centrifugés 5 min a 7000 rpm puis le culot cellulaire est lavé avec 20 ml d’eau. Le culot est
repris dans 1 ml d’eau puis placé dans un tube Eppendorf de 1,5 ml. Les cellules sont
centrifugées 5 min a 13200 rpm puis séchées pendant 2 jours a 65°C. Le poids sec des cellules

de chaque souche en phase exponentielle de croissance peut alors étre mesuré.
9. Test d’activité enzymatique ATCase

Ce test repose sur la capacité qu’a I’ATCase a transformer [’aspartate en

carbamylaspartate (ou acide uréidosuccinique USA) en présence de carbamylphosphate.

ATCase

Aspartate + Carbamylphosphate »  Acide uréidosuccinique

9.1. Préparation de I’extrait cellulaire
10 ml de cellules en phase exponentielle de croissance, cultivées en milieu minimum
ou en milieu complet, sont centrifugés 10 min a 7000 rpm puis les cellules sont reprises dans
300 ul de tampon phosphate de sodium pH 7,5 100 mM. L’équivalent de 100 ul de billes de
verre est ajouté au mélange qui est vortexé pendant 3 min puis centrifugé 5 min a 12400 rpm.
Le surnageant contenant les protéines est récupéré et est stock¢ a —20°C jusqu’a son

utilisation lors du test enzymatique.

9.2. Dosage des protéines
Les protéines ont été dosées par la technique de Bradford (Bradford, 1976). De 5 a 20
ul d’extrait cellulaire sont mélangés a 200 ul de réactif et d’eau qsp 1 ml. Parallélement, une
gamme de BSA de 2,5 ug a 20 ug est réalisée. Aprés 5 min a température ambiante, les

absorbances sont lues a 595 nm.
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9.3. Test enzymatique (Prescott et Jones, 1969)

De 0 a 20 ul d’extrait cellulaire est ajouté a un mélange réactionnel contenant 5
umoles d’aspartate, 5 umoles de carbamylphosphate et de 1’eau qsp 1 ml. Parall¢lement, le
méme test est réalisé sans aspartate ainsi qu'une gamme de 0 & 135 nmoles d’USA. Les tubes
sont incubés dans un bain-marie a 28°C pour une durée de 30 min a 1 h et la réaction est
stoppée par I’ajout d’1 ml de milieu de coloration. Ce dernier est composé de 2 volumes de
solutions d’antipyrine (5 mg/ml dans de I’acide sulfurique 50%) et d’un volume de
diacétylmonoxime (8 mg/ml dans de I’acide acétique 5%). En présence d’un acide fort,
I’antipyrine se lie & 'USA pour donner un composé de couleur jaune-orangée ayant un
maximum d’absorbance a 466 nm. Les tubes sont bouchés a 1’aide d’une bille de verre pour
éviter I’évaporation, placés une nuit a 4°C a 1’obscurité puis incubés 75 min a 60°C. Ils sont

ensuite remis a température ambiante et leur absorbance est lue a 466 nm.

Afin de déterminer Dactivit¢ enzymatique de I’ATCase, il faut déterminer

I’absorbance de I’USA en utilisant la relation :

Auss USA = (ES - E) - (S - ESO)

ES = Valeur du tube essai
E = Valeur du tube essai sans aspartate
S = Valeur du tube sans extrait cellulaire

ESO = Valeur du tube sans extrait cellulaire sans aspartate
Les valeurs de DO4genm sont reportées sur la gamme étalon d’USA et permettent de
déterminer la quantit¢ d’'USA formée pendant le temps de réaction en présence de 1’extrait

cellulaire et de déterminer I’activité spécifique de I’ATCase :

AS : Quantité¢ d’USA formé (nmoles) par min et par mg de protéines totales
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10. Transformation des cellules de levures
10.1. La méthode d’électroporation
10.1.1. Préparation des cellules compétentes
Les cellules sont cultivées dans 40 ml de milieu complet jusqu’en fin de phase
exponentielle et sont placées 10 min dans la glace. Elles sont centrifugées 5 min a 5000 rpm a
4°C, puis lavées avec 20 ml de sorbitol 1 M. Elles sont a nouveau centrifugées 5 min a 6000
rpm a 4°C puis rincées deux fois avec 20 ml puis 5 ml de sorbitol 1 M. Le culot est alors

repris dans 200 ul de sorbitol 1 M.

10.1.2. Electroporation

Cinquante ul de cellules compétentes sont déposés dans une cuve d’électroporation
auxquels sont ajoutés 1 ug d’ADN nécessaire pour la transformation. Les cellules sont ensuite
soumises a un choc électrique (1600 V, 10 uF, 600 W) pour laisser pénétrer les fragments
d’ADN. Immédiatement apres 1’¢électroporation, 1 ml de milieu YPD Sorbitol 1 M est ajouté a
la cuve. La solution est transférée dans un nouveau tube et les cellules sont régénérées 45 min
a 30°C. Suite a cette incubation, les cellules sont brievement centrifugées puis reprises dans

200 wl de milieu YPD Sorbitol 1 M et 100 ul sont étalés sur boite de milieu sélectif.

10.2. Transformation chimique par I’acétate de lithium

Environ 10’ cellules, dont la croissance a été réalisée en milieu YPD, sont centrifugées
10 min a 4000 rpm puis lavées avec 10 ml de tampon TE (TrisHCI pH 8 10 mM, EDTA 1
mM). Elles sont culotées pendant 10 min a 4000 rpm puis rincées avec 10 ml de solution
LiOAc (LiOAc 0,1 M, TrisHCI pH 8 10 mM, EDTA 1mM) et resuspendues dans 1 ml de
cette solution. 100 ul de ces cellules sont mises en contact avec 10 ul d’ADN transformant,
10 ul d’ADN entraineur (comme par exemple de I’ADN de sperme de saumon dénaturé) et 1
ml de PEG 3350 40%. Les cellules sont incubées 1 h a 30°C puis 40 min a 42°C. Elles sont
récoltées par centrifugation de 2 min a 12400 rpm, resuspendues dans 100 ul de milieu YPD

puis étalées sur milieu sélectif.
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11.Bioinformatique

11.1. Les banques de données

Les banques de données utilisées lors de ce travail sont :

»  Saccharomyces Genome Database (SGD) http://www.yeastgenome.org/

= Génolevures http://cbi.labri.fr/Genolevures/

= Genbank http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

11.2. Annotation des génomes
Les geénes codant les protéines, ainsi que ceux codant les ARN ribosomiques sont
annotés a 1’aide des programmes BLASTX et BLASTN (Altschul et al., 1997). Les genes
codant les ARN de transfert sont annotés grace aux programmes tRNAscan-SE (Lowe and

Eddy, 1997) et ARWEN (Laslett and Canbéck, 2008).

11.3. Construction des arbres phylogénétiques
L’analyse et les comparaisons des séquences nucléotidiques sont réalisées a 1’aide du
logiciel DNA Strider™ 1.3. Les alignements des séquences protéiques et des nucléotides sont
réalisés respectivement a 1’aide des logiciels MUSCLE (Edgar, 2004) et TRANalign,
disponible sur le package EMBOSS (http://bips.u-strasbg.fr/EMBOSS/). Les séquences de

nucléotides correspondant aux phases ouvertes de lecture des génes sont concaténées puis la
construction des arbres phylogénétiques est réalisée a I’aide du programme SEAVIEW (Gouy

et al., 2010).

11.4. Traitement des données issues des hybridations sur puces a ADN
Les expériences d’hybridations des ADNc sur des puces a ADN ont été réalisées a
I’ENS de Paris. Les résultats obtenus ont été analysés en utilisant les programmes Java

TreeView (Saldanha, 2004) et MeV (Saeed et al., 2003).
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Présentation du systéme de sélection

Introduction

Un crible de sélection basé sur un alléle mutant du géne URA2 chez S. cerevisiae a été
utilisé au laboratoire et a permis ces 15 dernieres années d’isoler et de caractériser plus de 400
souches de S. cerevisiae porteuses de remaniements chromosomiques variés comme des
insertions, des délétions, et des duplications. Ces réarrangements peuvent engendrer la
formation de génes chimeéres ou le géne URA?2 est fusionné a un autre géne. Dans ce travail,
nous avons constitué une collection de souches en retenant un ensemble de révertants
haploides et diploides, ayant des réarrangements chromosomiques variés, dans le but de
déterminer les conséquences de ces différents événements génomiques sur la réponse
cellulaire. Nous avons également choisi ces souches en fonction du geéne de fusion qu’elles
contiennent afin de déterminer les propriétés de ces genes et la conséquence de leur présence
sur la physiologie de la cellule. Dans ce premier chapitre, nous allons d’abord rappeler le
principe de ce crible, décrire la stratégie générale d’identification des réarrangements
chromosomiques et présenter succinctement les types de remaniements isolés. Enfin, nous
décrierons les différentes souches que nous avons retenues et présenteront les raisons qui nous

ont conduit a les choisir pour la suite du travail.

1. Le systeme de sélection

Le systetme de sélection utilisé au laboratoire repose sur un allele mutant du gene
URA?2 chez la souche S. cerevisiae FL100 (Exinger et Lacroute, 1979 ; Welcker et al., 2000).
Situé sur le chromosome X, ce géne code une protéine multifonctionnelle qui comporte deux
domaines fonctionnels, un domaine glutamine amido-transférase - carbamylphosphate
synthétase (GATase - CPSase) et un domaine aspartate transcarbamylase (ATCase), ainsi
q’un domaine cryptique DHOase-like. Cette protéine intervient dans les deux premiéres
¢tapes de la voie de biosynthése des nucléotides pyrimidiques (Figure 1.1). L’allele muté

ura2)s30-72 contient trois mutations dans les parties codant les domaines GATase et CPSase :
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deux mutations non-sens et une délétion d’'une guanine engendrant un décalage du cadre de
lecture (respectivement aux positions 262, 916 et 2972 par rapport a la position de ’'ATG
initiateur). Ces mutations n’interférent pas avec la transcription du gene URA2, mais
conduisent a un arrét prématuré de la traduction de la protéine Ura2p. Le géne muté engendre
ainsi une auxotrophie pour I’uracile résultant d’une interruption de la voie de biosynthése des
nucléotides pyrimidiques. Néanmoins, ce phénotype d’auxotrophie est uniquement di a la
perte de fonction du domaine ATCase car les activités GATase - CPSase sont complémentées
par les protéines Cpalp et Cpa2p intervenant dans la voie de biosynthése de I’arginine (Figure
1.1). Une réactivation du domaine ATCase est donc nécessaire et suffisante pour un retour a

la prototrophie vis-a-vis de I’uracile.

La réversion d’une mutation ponctuelle intervient une fois pour un million de cellules
générées (fréquence de I’ordre de 10°®). Pour un retour a la prototrophie, la réversion des trois
mutations du geéne ura2s.o-72 est possible, mais la fréquence de cette triple réversion est trop
faible (10"®) comparée au nombre de cellules utilisées dans la sélection (10'* cellules
environ). Les souches protorophes, appelées révertants, sont sélectionnées avec une fréquence

d’apparition de I’ordre de 107 ou 107",

2. Les outils de caractérisation

Ce systeme de sélection a permis d’isoler ces dernicres années plus de 400 révertants
dans les contextes haploides et diploides. La caractérisation des remaniements
chromosomiques a été réalisée sur chacun de ses révertants grace a plusieurs approches de

biologie moléculaire qui sont résumées ci-dessous.
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«— ., TP
centromere telomere

ATG TGA

ChrX - - | +262  +916 +2972 I
TGA  TAA &

. o | AT

Extérieur
Glutamine + CO2 + ATP

GATase CPSasel URA2
Carbamylphosphate ¢—— CPA1, CPA2

Voie de biosynthése de l'arginine
ATCase l URA2

Acide uréidosuccinique

l URA4

Acide dihydroorotique

l URA1

Acide orotique
l URAS5, URA10

OMP

l URA3

uracile ——p uracile ————p UMP

l URA6

UDP

l YNK1

uTp

Figure 1.1: Le géne URA2, la protéine Ura2p et la voie de biosynthése de 'UTP chez
S. cerevisiae. Le géne URA2 code une protéine multifonctionnelle intervenant dans les deux
premiéres étapes de la voie de biosynthése des nucléotides pyrimidiques.

Les positions +262 et +916 correspondent aux mutations non-sens.

La position +2972 correspond a position de la délétion d’une guanine.
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2.1. Hybridations de type ADN-ADN par la méthode de Southern (Southern, 1975)

Au niveau du géne URA2, des sites de coupures des enzymes de restriction BamHI,
EcoRI ou Bglll peuvent étre utilisées conduisant a des profils de restriction facilement
analysables. Le profil obtenu suite a la coupure par BamHI est celui qui est systématiquement
analysé pour une premicre identification des révertants (Figure 1.2). Ce profil est constitué
d’une bande unique de 6,8 kb lorsque I’on hybride une sonde nucléotidique correspondant au
domaine ATCase (Roelants et al., 1995). Pour les révertants, des profils de restriction BamHI
variables ont ét¢ mis en évidence, tous différents du profil unique de 6,8 kb, certains
constitués d’une bande supplémentaire correspondant a la région codant 1’ATCase. Ce profil
suggere un événement de duplication. Les autres profils obtenus sont compatibles avec une
insertion de rétrotransposon Tyl ou avec des délétions (Roelants et al., 1995) L’analyse de

ces différents profils est la premiere étape pour caractériser les différents réarrangements

chromosomiques.
<+— —>
centromeére télomere
16,2kb 160 pb 6,8 kb
A A A A
/ L
V4
v vy Ur8215_30_72 v AIM23
BamHlI BamH| BanHl BamHl

Figure 1.2 : Localisation des sites de restriction BamHI au niveau du locus ura?2;s_zp.7>.
Les croix rouges représentent les mutations de I’alleéle ura2;s.30.7,.
Les fléches correspondent aux sites de coupures par I’enzyme BamHI.

2.2. Caryotypes électrophorétiques par électrophoréses en champs alternés
La caractérisation du chromosome porteur du réarrangement chromosomique a été
déterminée en réalisant un caryotype électrophorétique grace a une électrophorése en champs
alternés qui permet de séparer les chromosomes en fonction de leur taille, suivie de
I’hybridation de type ADN-ADN d’une sonde correspondant a la région codant 1’ATCase.
Les profils obtenus montrent des modifications dans le nombre ou la taille des chromosomes.
Dans le cas de duplications, la région codant 1°ATCase peut €tre retrouvée au niveau du

chromosome X mais également sur d’autres chromosomes démontrant des duplications
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interchromosomiques et intrachromosomiques (Schacherer et al., 2005 ; Schacherer et al.,
2007). Cette approche est essentiellement utilisée pour préciser la localisation des

duplications.

2.3. Caractérisation fine des réarrangements par PCR
Les insertions de rétrotransposons Tyl ont été cartographiées par des réactions de
PCR en utilisant une amorce spécifique de I’ATCase et une amorce située dans la séquence
LTR du rétrotransposon Tyl. De maniere identique, des PCR ont été utilisées pour tester les
événements de délétion. Des marches chromosomiques ont été effectuées en utilisant des
oligonucléotides spécifiques des génes situés en amont sur le chromosome X et d’autres

spécifiques de la région ATCase.

2.4. Hybridations sur puces a ADN
L’hybridation comparative des ADN des révertants et des souches sauvages sur puces
a ADN Affymetrix a permis une caractérisation plus précise des réarrangements
chromosomiques de type duplication et délétion en déterminant les bornes des segments
dupliqués ou délétés et en mettant en évidence les génes fusionnés a la région codant
1’ATCase (Schacherer et al., 2007). Des réactions de PCR et de séquencage ont complété ces
expériences d’hybridations pour vérifier la structure des génes de fusion néoformés et

déterminer leur jonction au niveau nucléotidique.

3. Les types de réarrangements chromosomiques sélectionnés

Ce crible génétique a été utilisé pour isoler et caractériser des réarrangements
chromosomiques au sein des souches de S. cerevisiae FL100 et S288c. La caractérisation des
réarrangements chromosomiques a la base de la réactivation de I’ATCase chez FL100 a été
réalisée en combinant les divers outils moléculaires que nous venons de résumer. Des
événements d’insertions de rétrotransposons de type Tyl, des délétions ainsi que des
duplications ont été caractérisés. (Roelants et al., 1995 ; Welcker et al., 2000 ; Schacherer et

al., 2004 ; Schacherer et al., 2005 ; Schacherer et al., 2007 ; Tourrette et al., 2007).
Pour les révertants de la souche S288c, des réarrangements chromosomiques de type

délétion et duplication ont été isolés, mais aucune insertion de rétrotransposons n’a été décrite

dans les conditions standards (Fritsch et al., 2009).
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3.1. Les insertions de rétrotransposons

Les insertions de rétrotransposons de type Tyl ont été isolées a partir de cellules
haploides uniquement. Cette différence entre haploides et diploides résulte d’une forte
transcription des rétrotransposons Tyl dans le premier contexte alors qu’elle est fortement
diminuée dans le second limitant ainsi la réverse transcription de ’ARN messager en ADN
puis son insertion dans le génome (Paquin et Williamson, 1984). Ces insertions représentent
la classe majeure des réarrangements chromosomiques obtenus a partir de notre systeme de
sélection dans la souche FL100. En effet, 66% des révertants sélectionnés possédent des
insertions de rétrotransposons de type Tyl (Roelants et al., 1995). En revanche, dans la
souche S288c, aucune insertion de rétrotransposons n’a pu étre sélectionnée dans des

conditions similaires (Fritsch et al, 2009).

Le taux de rétroposition augmente lorsque la température est inférieure a la
température optimale de croissance (Paquin et Williamson, 1984). Cette propriété a été
vérifiée pour notre crible. La sélection de révertants a 25°C a conduit a sélectionner plus
d’insertions de Tyl dans la souche FL100. De méme, en utilisant la souche S288c dans ces
conditions de température, des insertions de rétrotransposons Tyl réactivant la région codant

I’ ATCase ont pu étre sélectionner (Fritsch et al., 2009).

Ces ¢léments mobiles sont retrouvés insérés au sein du gene URA2 en aval des 3
mutations, en orientation inverse par rapport a URA2 (orientation antisens) (Figure 1.3A).
Cette insertion permet le retour a la prototrophie vis-a-vis de I’uracile car la séquence LTR
des rétrotransposons Tyl, appelée 9, initie la transcription de la région ATCase et entraine

ainsi la synthése de cette enzyme (Roelants et al., 1997).

Dans le contexte S288c, des révertants sélectionnés a partir de 1’alléle ura2;s.3o, ne
contenant que les deux mutations non-sens, ont permis d’isoler des insertions de
rétrotransposons Tyl. Curieusement dans cette souche, les rétrotransposons insérés peuvent
étre retrouvés dans la méme orientation que le géne URA2 (orientation sens) en aval de la
derni¢re mutation (Figure 1.3B). Nous avons réalisé une marche chromosomique par RT-PCR
en utilisant une amorce dans la région ATCase et une autre au niveau de différentes régions
de cet élément mobile. Une amplification est obtenue lorsque I’amorce est située dans le LTR
ou au niveau de la jonction entre la région ATCase et le rétrotransposon. Par contre, la RT-

PCR effectuée avec une amorce située dans la partie TYB montre une absence
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d’amplification (Figure 1.4). Ces résultats indiquent que dans les révertants possédant une
insertion de rétrotransposons en orientation sens, 1’initiation de la transcription de la région
codant I’ATCase se fait dans la partie LTR des rétrotransposons (Bleykasten-Grosshans et al.,
soumis). Comme mentionné précédemment, la séquence LTR permet également I’initiation de
la transcription dans les révertants possédant une insertion de rétrotransposons Tyl en
orientation antisens (Roelants et al., 1997). La mise en commun de nos résultats avec ceux de
Roelants et al. (1997) permet d’affirmer que la transcription de I’ATCase dans ces révertants

débute dans les régions LTR des rétrotransposons indépendamment de leur orientation.

GATase-CPSase DHOase-kike ATCase

— || T

+262 +916 +2972

TGATAA & k LTR
PESAR 1ve [}

A —— [ T[] ™ _Jj__

+262 +91 6 +2972

0 ——I—m_

+262 +916
TGATAA

Figure 1.3 : Réacticvation de 1’ ATCase par insertion de rétrotransposns Ty]1.
A) Insertion en orientation antisens.

B) Insertion en orientation sens

La fléche indique le point d’initiation de la transcription de la région ATCase.

3.2. Les délétions
Les événements de délétion ont été sélectionnés dans 17 % des révertants, qu’ils soient
haploides ou diploides. La taille des segments délétés est variable et conduit a 1’obtention de
deux classes de délétion (Welcker et al., 2000 ; Tourrette et al., 2007). La premicre est décrite
comme génique car les délétions sont internes au gene URA2 et englobent au moins les 3
mutations. La région ATCase conservée, reste sous la dépendance du promoteur URA2. Le

second type d’événement est une délétion segmentale ou la partie délétée comprend les trois
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mutations du geéne ura2;s.o-72 ainsi que d’autres genes situés en amont sur le chromosome X.
Ainsi, dans ces souches, la partie ATCase peut étre fusionnée en phase avec une séquence

codante ou a un promoteur d’un autre géne (Figure 1.5).

LTR LTR
TYA TYB ATCase

—~ ~ o~
O T Q

Figure 1.4 : Détermination du site d’initiation de la transcription dans les révertants possédant
une insertion de rétrotransposon Tyl en orientation sens.

A) RT-PCR avec une amorce située au niveau de la jonction rétrotransposon-ATCase

B) RT-PCR avec une amorce située au niveau de la région LTR

C) RT-PCR avec une amorce située au niveau de la partie TYB

La ligne en pointillée représente une absence de fragment de PCR alors que les lignes pleines
indiquent des fragments amplifiés.

3.3. Les duplications
Ces réarrangements ont été obtenus dans 17% des révertants. En fonction de la ploidie
de la souche ura2;s.39.7,, différents types de duplications ont ét¢ caractérisés : des duplications
géniques ont été sélectionnées a 1’état haploide alors que des aneuploidies et des
translocations non réciproques 1’ont été en contexte diploide (Schacherer et al., 2004 ;
Schacherer et al., 2007). En revanche, des duplications segmentales ont été retrouvées dans
les deux contextes. Au niveau de toutes ces duplications, la région ATCase est dupliquée et

fusionnée avec un geéne accepteur, pouvant étre situé sur le chromosome X ou non.
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Figure 1.5 : Exemple de délétion segmentale. Une partie du géne muté ura2;sso72 est délétée
ainsi que d’autres genes situés en amont sur le chromosome X. Dans cet exemple, la région
ATCase est fusionnée avec le géne PBS?2 situé au locus YJL128c.

3.3.1. Les duplications géniques

Dans une duplication génique, seule la région ATCase est dupliquée. La
caractérisation par électrophorése en champs alternés et hybridation des chromosomes de ces
révertants a démontré que le segment dupliqué pouvait s’insérer au niveau de tous les
chromosomes (Schacherer et al., 2004). La caractérisation par PCR a permis de mettre en
¢vidence dans chaque cas, la fusion d’un rétrotransposon Tyl au niveau de la séquence TYA

avec la partie ATCase du géne URA2 (Figure 1.6) .

3.3.2. Les duplications segmentales

Pour les duplications segmentales, la région ATCase ainsi que plusieurs genes
contigus situés en aval du géne URA2 sur le chromosome X sont dupliqués et fusionnés en
tandem (Figure 1.7B). La taille de la région dupliquée s’étend de 6 a 90 kb selon les
révertants (Schacherer et al., 2005 ; Schacherer et al., 2007).
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Figure 1.6 : Exemple de duplication génique. La partie ATCase dupliquée est fusionnée avec
la région TYA des rétrotransposons Tyl. Ce geéne de fusion peut alors s’insérer sur les
chromosomes. Les lettres A, B, C, D, E, F représentent schématiquement une série de génes
contigus situés sur le chromosome I'V.

3.3.3. Les aneuploidies et les translocations

La réactivation de [I’ATCase peut ¢galement survenir suite a des
translocations réciproques et non réciproques entre 2 chromosomes. Au niveau des
translocations réciproques, un échange de fragments de chromosomes s’opére par exemple
entre le chromosome X et le chromosome II (Tourrette et al., 2007). Dans le cas
d’aneuploidies et de translocations non réciproques, une partie du chromosome X, s’étendant
de ’ATCase jusqu’au télomere, est dupliquée et fusionnée avec un autre chromosome pour
former un chromosome chimeére (Schacherer et al., 2007). Pour les aneuploidies, une partie
d’un autre chromosome comprenant notamment un télomeére et un centromere est également
dupliquée ; la fusion des deux parties de chromosomes dupliquées conduit a 1’obtention d’un
chromosome surnuméraire (Figure 1.7C). Dans le cas des translocations non réciproques, le
chromosome accepteur de la partie dupliquée du chromosome X est délété de plusieurs geénes

et d’un télomere (Figure 1.7D).
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Figure 1.7 : Les duplications caractérisées a 1’état diploide.

A) Les chromosomes X et XIII dans une souche sauvage

B) Exemple de duplication segmentale

C) Exemple d’aneuploidie

D) Exemple de translocation non réciproque

L’encadré bleu représente la duplication de génes contigus de I’ATCase sur le chromosome
X. Chr : chromosome.
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3.4. Les mécanismes d’apparition des réarrangements chromosomiques

Les rétrotransposons Tyl sont des éléments mobiles dans le génome grace au
mécanisme de rétroposition (Figure 1.8). Aprés la transciption de ces éléments, leur ARNm
est transporté dans le cytoplasme ou les séquences TYA et TYA-TYB sont traduites. Le partie
TYA code pour une protéine de la nucléocapside, dont 1’assemblage forme les particules
pseudo-virales (VLPs), alors que la partie TYA-TYB code pour une protéine possédant
plusieurs activités dont la réverse-transcriptase et l’intégrase. Apreés son export dans le
cytoplasme, I’ARNm de ces ¢éléments mobiles est empaqueté au sein des VLPs ou il est

rétrotranscrit en ADN avant d’étre inséré au sein du génome.

Cytoplasme

Import nuciéaire ADNe

) avec changement de matrice
htégraucy \

Rétrotranscription

TR  TyA AlCase
M
SO chromosome ...
Présence
ARNM Tyt
ura2 15-30-72 ATCase ol
— xx A — AANM URA2

\ o chromosome X
Transcription

Noyau

ARAAA

Encapsidation
de 'ARNm
Export nucléaire /

Figure 1.8 : Duplication génique par rétroposition.
Le fond gris délimite le noyau. L’ADN double brin est représenté par une fléche épaisse et
son ARN par un rectangle mince.

Les travaux de Schacherer et al. (2004) ont montré que I’ATCase est fusionnée au
niveau de la séquence TYA du rétrotransposon Tyl. De plus, une queue polyA est retrouvée
au niveau de la région 3’UTR de I’ATCase. Cette structure suggere que le géne ura2;s z3o.7> est
transcrit. L’ARNm de ce geéne est alors exporté hors du noyau et empaqueté dans des VLPs.

Dans ces particules, ces messagers peuvent étre rétrotranscrits et fusionnés avec la séquence

74



Présentation du systéme de sélection

du rétrotransposon selon un mécanisme qui n’est pas totalement élucidé. A I’issue de ce
mécanisme de rétroposition, I’ADN de fusion est importé dans le noyau et inséré au niveau de

I’ADN (Schacherer et al., 2004) (Figure 1.8).

La caractérisation des délétions, des duplications segmentales, des aneuploidies et des
translocations non réciproques montre dans tous les cas que la région codant I’ATCase est
fusionnée avec un gene accepteur. Les génes de fusion ainsi obtenus ont été caractérisés au
niveau nucléotidique. La jonction entre le géne receveur et la région ATCase est constituée
d’une séquence de taille variable pouvant aller jusqu’a 17 nucléotides initialement présente au
niveau du géne récepteur et de la région codant I’ATCase. La présence de ces
microhomologies indique que le mécanisme de Non-Homologous End Joining (NHEJ) est
privilégié par rapport a celui de recombinaison homologue pour la mise en place de ces
événements. Les travaux de Fritsch et al. (2009) ont permis de confirmer que le mécanisme

de NHE]J était effectivement a la base de la formation de ces remaniements.

3.5. Les génes de fusion associés aux réarrangements chromosomiques
Le retour a la prototrophie vis-a-vis de l'uracile est possible grace aux divers
réarrangements chromosomiques décrits ici, mais nécessite comme nous venons de le voir la
formation de geénes chimeéres pour réactiver I’ATCase. Ces génes résultent de la fusion de la
région ATCase en phase avec une séquence codante d’un autre géne ou au niveau de son
promoteur. Les protéines chiméres codées par ces génes possédent toutes un domaine ATCase
actif dans leur partie C-terminale alors que la partie N-terminale est constituée d’une région

codée par le géne receveur dont la taille est variable.

4. Collection de révertants utilisée lors de cette étude

Nous avons retenu une collection de révertants sur différents critéres dans le but de
comprendre les impacts des réarrangements chromosomiques et des geénes de fusion sur la
cellule. Pour ce travail, nous avons choisi une collection de révertants ayant divers types de
remaniements : des délétions segmentales, des duplications géniques et segmentales, ainsi que
des aneuploidies et des translocations non réciproques. De plus, nous avons également pris en
compte les caractéristiques des genes accepteurs de la fusion dans le choix des souches. Ces
genes codent des protéines qui sont essentielles ou non pour la survie cellulaire et dont les

fonctions sont variées comme le montre le Tableau 1.1.
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Dans le but de comparer les conséquences d’'un méme réarrangement dans les deux
contextes de ploidie, nous avons construit des souches haploides et diploides portant ces
remaniements pour tous les révertants ou cela a été possible. Ainsi, les révertants haploides
ont été croisés avec la souche aUL de génotype ura2;s 72 leu2A0, isogénique a la souche de
référence FL100, pour obtenir une cellule diploide hétérozygote pour le géne de fusion.
Inversement, les souches haploides ont été obtenues par sporulation des révertants diploides
puis par isolement des spores Ura+ (Tableau 1.1). Cependant, six révertants ne sont présents
que dans un contexte : dans les cellules diploides qui portent des translocations non
réciproques ou des délétions segmentales des geénes essentiels ont été délétés sur le
chromosome porteur du geéne de fusion. De ce fait, de telles cellules ne peuvent pas étre

isolées a 1’état haploide.

Malgré plusieurs essais et modifications du protocole, nous n’avons pas réussi a faire
sporuler le révertant aneuploide B199 expliquant que seul le contexte diploide a pu étre étudié
pour cette souche. (Tableau 1.1). Du fait de la forte diminution de la transcription des
rétrotransposons dans le contexte diploide, le révertant Rev25 possédant une duplication

génique n’est disponible qu’a I’état haploide.

Conclusion

Le systéme de sélection basé sur 1’alléle mutant ura2;s30.72 a permis de sélectionner de
nombreux révertants a partir de la souche de laboratoire FL100. Les réarrangements
chromosomiques a la base de la réactivation de I’ATCase permettent I’apport au minimum
d’une région promotrice entrainant la formation de geénes de fusion. Ces remaniements sont
variés et dépendent de I’état de ploidie. De plus, la nature des geénes accepteurs de la fusion
est également importante car la fonction de la protéine codée par ces génes peut étre perdue :
la fusion de la région ATCase dans un geéne essentiel peut étre 1étale a I’état haploide alors

qu’elle est viable dans un contexte diploide.
L’objectif de ce projet a été de déterminer de maniére précise ’influence des

réarrangements chromosomiques sélectionnés notamment les aneuploidies et les

translocations non-réciproques ainsi que celle des geénes de fusion sur le fonctionnement
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cellulaire. Cette approche a également eu pour optique d’apporter des éléments de réponse sur
la présence de manicre quasi-systématique de remaniements chromosomiques et de génes
chiméres dans les cellules cancéreuses. Pour cela, le travail a été orienté dans deux axes
distincts qui seront présentés dans les deux chapitres suivants. Le premier axe a consisté a
définir les conséquences des différents remaniements sur la croissance cellulaire et
I’expression de I’ensemble des génes. Le second a reposé sur la détermination des propriétés

des génes chimeres impliqués dans le retour a la prototrophie.
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Impacts de réarrangements chromosomiques

Introduction

Les révertants qui constituent notre collection possédent divers remaniements
chromosomiques et sont disponibles pour la plupart, dans les deux contextes haploide et
diploide (Tableau 2.1). Cette collection de souches a été utilisée dans le but de déterminer les
impacts de ces divers réarrangements sur la morphologie des colonies et des cellules, mais
aussi pour analyser leurs influences sur la croissance cellulaire. Nous avons également
déterminé dans ces souches, I’influence de ces réarrangements sur le transcriptome. Le fait de
posséder un méme réarrangement dans les deux contextes de ploidie permet également de
déterminer le role de la ploidie dans la réponse cellulaire suite a I’apparition de tels

événements.

1. Caractérisation de la physiologie cellulaire des révertants

Des morphologies de colonies variables ont été observées lors de 1’analyse des trois
souches de laboratoire de S. cerevisiae S288c, SK1 et Y 1278b (Granek et Magwene, 2010).
Diverses morphologies sont également observées pour une méme souche en fonction de
différentes sources de carbone et de leur concentration, ou en fonction de la ploidie (Granek et
Magwene, 2010). Depuis la fin des années 1950, il est admis que le taux de ploidie influence
proportionnellement le volume cellulaire chez S. cerevisiae (Mortimer, 1958). Cette
augmentation de la taille de la cellule est issue d’un déréglement du cycle cellulaire,
notamment au niveau des points de contréle entre les phases G1 et S. Des analyses plus
récentes ont permis de mettre en évidence 17 geénes régulés de maniere différente en fonction
de la ploidie. Parmi ces genes, la baisse de I’expression des cyclines Clnlp et Pcllp explique
le décalage du passage du point START du cycle cellulaire, et donc le maintien prolongé dans
la phase GO a la base de I’augmentation du volume intracellulaire (Galitski et a/., 1999). Un
autre gene dont la transcription est réprimée en fonction de la ploidie est le géne FLOII qui
code une protéine de surface a la base de la croissance invasive et pseudo-hyphale (Galitski et

al., 1999 ; Gancedo, 2001). Plus le taux de ploidie augmente, plus la transcription du géne
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FLOI1 est faible permettant aux cellules de S. cerevisiae d’avoir une croissance non-invasive

(Galitski et al., 1999).

Souche Ploidie Type de réarrangement Souche Ploidie Type de réarrangement
2nU+ 2n Sauvage FL100 n Sauvage
B038 2n Aneuploidie B038 n n Aneuploidie
B199 2n Aneuploidie B259n n Aneuploidie
B259 2n Aneuploidie B284 n n Aneuploidie
B284 2n Aneuploidie B066/1 n n Aneuploidie
B066/1 2n Aneuploidie B286n n Duplication segmentale
B132 2n Translocation non réciproque Rev27 n Duplication segmentale
B326 2n Translocation non réciproque Rev46 n Duplication segmentale
B286 2n Duplication segmentale AWRSS n Délétion
Rev27 2n 2n Duplication segmentale Rev25 n Duplication génique
Rev46 2n 2n Duplication segmentale
AWRS58 2n 2n Délétion
B283/1 2n Délétion
BR15/2 2n Délétion

Tableau 2.1 : Liste des révertants utilisés et les réarrangements chromosomiques associés. Ces
souches sont isogéniques aux cellules sauvages diploide 2nU+ et haploide FL100, dans les
contextes diploide et haploide respectivement.

1.1. Comparaison de la morphologie des colonies

Dans cette partie, nous avons analysé¢ la morphologie des colonies des révertants, ainsi
que des cellules sauvages nous servant de référence, sur des milieux gélosés contenant
différentes sources de carbone (glucose, galactose, sorbitol, glycérol, éthanol, acide acétique)
et nous les avons observées au macroscope Leica Z16 APO a un grossissement X10. La
croissance de tous les révertants de la collection sur ces milieux ne montre aucune différence
de prolifération notable avec les souches sauvages. La conservation de la croissance sur les
milieux contenant du glycérol ou de 1’éthanol, composés non-fermentables, montre que les

révertants n’ont pas perdu la capacité de respirer.
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1.1.1. Analyse de la croissance sur milieu complet

Le milieu complet YPD (2 % de glucose) est classiquement utilisé pour cultiver des
souches de S. cerevisiae. Sur ce milieu, les cellules sauvages haploide (FL100) et diploide
(2nU+) montrent deux phénotypes distincts : les colonies des cellules FL100 ont une forme
irréguliére alors que celles de 2nU+ ont une forme circulaire et bombée (Figure 2.1 ; Tableau
2.2). De maniere identique, des différences sont retrouvées au niveau des révertants haploide
et diploide (Tableau 2.2). Par exemple, les révertants B284 et B284 n, qui possédent le méme
chromosome surnuméraire, présentent des phénotypes différents : la colonie haploide est
circulaire, possédant un pic et un liseré plus sombre (forme en sombrero) alors que la seconde
est également circulaire mais posséde une texture « peau d’orange ». Les morphologies des
révertants B038 et B038 n sont également différentes : a I’état diploide, ce sont de petites
colonies circulaires lisses alors qu’en contexte haploide, les clones sont de plus grosse taille
avec un aspect rugueux (Figure 2.1). Ces résultats indiquent que la morphologie des colonies

des révertants est influencée par la ploidie.

Lorsque I’on compare les révertants dans le méme contexte de ploidie, des variations
morphologiques sont retrouvées les distinguant des cellules sauvages. Par exemple, a 1’état
haploide, certaines colonies ont des formes circulaires avec un aspect lisse (AWRSS8) ou
rugueux (B038 n) alors que la souche FL100 a une forme irréguliére (Tableau 2.2). Ces
variations morphologiques entre les différents révertants montrent qu’aucun patron
phénotypique ne peut étre attribué pour un type de réarrangements chromosomiques (Tableau

2.2).

Un cas particulier est le révertant B066/1 n, qui est une souche issue de la méiose du
révertant diploide B066/1. L’isolement des colonies pour cette souche haploide permet de
mettre en évidence deux types de morphologies. Certaines sont circulaires et lisses alors que
d’autres sont plus grosses et granuleuses (Figure 2.2). L’analyse phénotypique de ces deux
types de colonies montre que les colonies lisses sont Ura alors que les colonies granuleuses
sont Ura" ce qui suggére une perte du chromosome surnuméraire lors des divisions cellulaires.
Une analyse par électrophorése en champs alternés de ces clones permettrait de mettre en
évidence une telle perte. Il est important a noter ici que cette morphologie granuleuse est
¢galement retrouvée dans un milieu minimum YNB liquide. Dans ce milieu liquide, cette
souche flocule fortement ce qui a rendu impossible la quantification de sa croissance

cellulaire.
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Rev27 Rev27
2n
Rev46 Rev46
2n
AWRSS8 AWRSS8
2n

Figure 2.1 : Morphologie des colonies sur un milieu complet. Cette observation a été réalisée
au macroscope Leica Z16 APO (grossissement X10).

Colonne gauche : souches diploides

Colonne droite : souches haploides
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Morphologie Souches haploides Souches diploides
Circulaire
bombée 2nU+ - B199 - B326 -
Rev27 2n - B283/1
peau d'orange B284 n
sombrero B284
lisse AWRS58 - B286 n - B038 - B259 - B066/1 - B132 -
Rev27 - Rev46 Rev46 2n - B286 - AWRS58 2n
rugueux BO38 n - B259 n
Irréguliere FL100 - Rev25 BR15/2

Tableau 2.2 : Variation de la morphologie des colonies dans un milieu complet YPD. Les
lignes grises représentent le phénotype associé au contour des colonies.

Figure 2.2 : Morphologie des colonies du révertant B066/1 n. Cette observation a été réalisée
au macroscope Leica Z16 APO (grossissement X10). Deux phénotypes distincts sont
retrouvés chez ce révertant (indiqués par des fléches), correspondant respectivement a de
petites colonies circulaires et lisses Ura’, et a des colonies de taille supérieure et rugueuse

+
Ura .
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1.1.2. Analyse de la croissance sur des milieux contenant d’autres sources de
carbone

En présence de glucose, les souches de la collection de révertants présentent

différentes morphologies de colonies. Cette variation phénotypique est encore plus marquée

quand les cellules sont en présence d’autres sources de carbone comme le galactose, 1’éthanol,

le sorbitol, le glycérol ou I’acide acétique (Figure 2.3). Dans cette partie, nous nous sommes

intéressés aux formes et textures des colonies des révertants. Les résultats obtenus sont décrits

dans le tableau 2.3.

La présence d’autres sources de carbone dans le milieu conduit a des résultats
similaires a ceux obtenus avec du glucose. Nous observons une différence de morphologie
marquée entre les souches haploides et diploides (Figure 2.3 ; Tableau 2.3). De plus, des
morphologies différentes sont observées pour un méme type de remaniement dans le méme
contexte de ploidie. Par exemple, les colonies des révertants aneuploides B038 et B066/1 en
présence de glycérol ont des phénotypes différents : les colonies de la souche B038 ont une
forme irréguliére avec des contours épais alors que les colonies de B066/1 sont circulaires et
lisses (Figure 2.3 ; Tableau 2.3). Comme précédemment, ces résultats indiquent qu’aucun
patron morphologique ne peut étre défini pour un méme réarrangement chromosomique

(Tableau 2.3).

A partir de cette analyse, il apparait clair que les remaniements chromosomiques
influencent les morphologies des colonies. De plus, des phénotypes différents sont retrouvés
en fonction de la ploidie montrant que ce contexte génétique est important. Ces résultats sont
comparables a ceux obtenus par Granek et Magwene (2010) pour différentes souches de
laboratoire. Enfin, nous avons pu mettre en évidence qu’aucun patron de morphologie des
colonies ne peut étre défini pour un méme type de réarrangement chromosomique suggérant
que ce sont plutdt des genes impliqués dans le remaniement et leur nature qui sont

responsables de cette modification de morphologie .
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A)

Glycérol Galactose Sorbitol Ethanol Acetate

2nU+

B199

B0O38

B259

B284

B066/1

B132

B326

Rev27
2n

Rev46
2n

B286

AWRSS8
2n

B283/1

BR15-2
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B) Glycérol Galactose Sorbitol Ethanol

FL100

B038 n

B259 n

B284 n

B066/1 n

Rev27

Rev46

B286 n

AWRS8

Rev25

Figure 2.3 : Morphologie des colonies sur des milieux contenant diverses sources de carbone.

Cette observation est réalisée au macroscope Leica Z16 APO avec un grossissement X10.
A) Révertants diploides
B) Révertants haploides
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Souches

Glycérol

Galactose

Sorbitol

Ethanol

Acétate

EP EPI EC CL|I CL CP |EP CP CEB|CG CL EG CP|EP CPL EG

Diploides
2nU+ + + + + +
B199 + + + + +
B038 + + + +
B259 + + + +
B284 + + + +
B066/1
B132
B326
Rev27 2n
Rev46 2n
B286 +
AWRS5S8 2n
B283/1 +
BR15/2 + |+
Haploides
FL100 + +
B038 n +
B259 n +

B284 n +

B066/1 n +

Rev27
Rev46
B286 n
AWR58
Rev25

+ + + + +
+

+ + + + +
+

+ + + + + + + +

—+

+ + + + +
+
+
+
+
+
+

—+
—+

—+
—+

—+

+ + + +

+ 4+ 4+ + + +

+ +

—+

+ 4+ ++ o+

+ 4+ + + +
+ 4+ + + +

+ +

Tableau 2.3 : Tableau récapitulatif des morphologies des colonies en fonction de la source de
carbone utilisée. Les souches sauvages sont surlignées en gris, les aneuploidies en jaune, les
translocations non réciproques en orange, les duplications segmentales en vert, la duplication
génique en blanc et les délétions en bleu. En fonction de la morphologie des colonies,
différentes classes de colonies ont été identifiées :

CEB : colonies bombées avec des contours épais périphériques

CG : colonies granuleuses

CL : colonies lisses

CP : petites colonies

CPL : petites colonies lisses

EC : colonies avec des contours €épais concentriques

EG : colonies avec des contours épais granuleux

EP : colonies avec des contours épais périphériques

EPI : colonies avec des contours épais périphériques irréguliers

I : colonies irrégulieres

+ : présence d’une colonie avec cette morphologie
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1.2. Analyse de 1a morphologie cellulaire des révertants

L’observation au microscope optique (grossissement x1000) des révertants de notre
collection a été réalisée en utilisant le rouge neutre, un colorant des vacuoles qui a donné un
meilleur contraste lors de nos observations. Celles-ci montrent des variations morphologiques
importantes entre les cellules. En effet, a 1’état haploide, la souche sauvage FL100 a une
forme ellipsoidale caractéristique de S. cerevisiae, alors que les révertants BO38 n et B284 n
ont une forme plus allongée. De plus, des agrégats de cellules sont présents chez les souches
B038 n, B066/1 n et AWRSS, alors que de tels aspects ne sont pas retrouvés chez FL100. De
la méme manicére, les révertants diploides ont une forme beaucoup plus allongée que la cellule
sauvage 2nU+ et peuvent également former des agrégats, méme s’ils sont moins marqués

qu’en contexte haploide (Figure 2.4 ; Tableau 2.4).

Morphologie Souches haploides Souches diploides

Ellipsoidale FL100 - B066/1 - Rev27 - Rev25 2nU+ - B199 - B066/1 - B326 -
Rev27 2n

Cellules allongées  B259n-B284 n B038 - B259 - B284 - B132 -
B286

Cellules plus

grosses B038 n - Rev46 - B286 n Rev46 2n - AWRS58 2n - B283/1 -
BR15/2

Formation

d'agrégats B038 n - B286 n - AWR58 AWR58 2n - BR15/2

Tableau 2.4 : Tableau récapitulatif des morphologies des cellules de la collection de
révertants. Les morphologies sont classées en fonction de la taille et de la forme des cellules
ainsi qu’en fonction de la formation d’agrégats.

La présence de cellules ayant des formes plus allongées que les cellules sauvages
suggere un accroissement du volume cellulaire. Une augmentation du volume cellulaire a été
observée pour des souches de S. cerevisiae possédant des chromosomes surnuméraires ou des
translocations non réciproques dans plusieurs études (Torres et al., 2007 ; Nikitin et al.,
2008). Les auteurs expliquent cet accroissement par un décalage des passages entre les phases
G1/S ou G2/M qui induisent des retards de croissance (Torres et al., 2007 ; Nikitin et al.,
2008). Nous avons analysé la croissance cellulaire pour 1’ensemble de notre collection de
souches afin de déterminer si le cycle cellulaire était 1ié a cette variabilité des morphologies

des cellules.
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Figure 2.4 : Morphologie des révertants. Cette observation a été réalisée au microscope
optique LEICA DM4000B avec un grossissement X1000 aprés une coloration au rouge
neutre.

Colonnes gauches : Souches diploides.

Colonnes droites : Souches haploides.
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2. Croissance cellulaire

S. cerevisiae est un organisme fermentaire qui consomme des glucides comme le
glucose pour produire de I’éthanol. En présence d’oxygene, les cellules de S. cerevisiae
favorisent la fermentation alcoolique plutot que la respiration, malgré une production moindre
d’énergie : c’est I’effet Crabtree. Dans cette partie nous avons déterminé les temps de
génération pour chaque révertant et la durée de la phase de latence. Nous nous sommes
¢galement intéressés a la consommation spécifique de glucose et la production spécifique

d’éthanol des souches de notre collection.

2.1. Analyse de la croissance cellulaire

Le temps de génération (g) et la phase de latence (L) sont deux des parameétres
quantitatifs les plus utilisés en microbiologie. Deux approches ont été utilisées pour les
déterminer. La premi¢re méthode est semi-automatique et repose sur des mesures
d’absorbance de cultures réalisées dans une microplaque de 96 puits par un lecteur de type
TECAN INFINITE F200. Chaque puit de cette plaque, contenant 150 ul de milieu minimum,
est faiblement ensemencé (DOgop = 0,002). La plaque est agitée a 30°C a 120 rpm pendant 36
heures et une mesure de I’absorbance est réalisée toutes les 10 minutes. Dans le petit volume
de culture utilisé, de nombreux révertants floculent. Ce phénoméne de floculation perturbe la
mesure d’absorbance rendant les résultats des temps de génération impossibles a exploiter de
fagon reproductible. Cette approche permet néanmoins d’estimer le temps de la phase de
latence, c’est-a-dire le temps que met une cellule pour s’adapter a son environnement et

débuter sa croissance.

La seconde approche est manuelle. Les cultures sont réalisées dans un volume de 50
ml dans un milieu minimum. Un échantillon de ces cultures est prélevé toutes les 2 heures et
sert a mesurer 1’absorbance a 600 nm et a déterminer les consommations et productions
spécifiques de glucose et d’éthanol. Cette approche a été utilisée pour calculer les vitesses
spécifiques de croissance et les temps de génération pour tous les révertants. Seules les
souches B066/1 n et Rev46 2n n’ont pas pu étre testées du fait de leur forte floculation et de

leur trés lente croissance.
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2.1.1. Détermination des temps de génération des révertants

Nous avons déterminé le temps de génération et la vitesse spécifique de croissance par
la méthode manuelle pour I’ensemble des souches de la collection en prenant une valeur
d’absorbance toutes les 2 heures. Les résultats obtenus sont la moyenne de 3 cultures
indépendantes. La souche de référence diploide 2nU+ se divise environ toutes les 90 minutes
alors que ce temps est d’environ 150 minutes pour FL100. Un test de Student effectué sur les
valeurs obtenues a été utilisé pour déterminer quelles valeurs sont statistiquement différentes
de celles des souches sauvages, c’est-a-dire les résultats pour lesquels nous sommes certains

qu’ils sont différents de ceux de FL100 et 2nU+.

Cette analyse montre que la vitesse de prolifération des révertants diploides est
inférieure a celle de la souche sauvage 2nU+ excepté pour les révertants B199, B038 et
B283/1. Cette augmentation du temps de génération est deux fois supérieure chez des souches

comme B326 ou B066/1 (Figure 2.5).

A 1’état haploide, la différence des temps de génération est nettement moins marquée
qu’en contexte diploide. En effet, seuls les révertants Rev46, B286 n et AWRS58 montrent une

vitesse de croissance nettement inférieure a FL.100 (Figure 2.5).

Nous avons calculé les ratios du temps de génération des révertants par rapport a celui
de la souche sauvage de référence pour tous les révertants. Ces ratios (g révertant 2n / g
2nU+ et g révertant n / g FL100) indiquent une baisse de la vitesse de croissance si le rapport

est supérieur a 1 ou une hausse si ce rapport est inférieur a 1.

En contexte diploide, hormis la souche B199, tous ces rapports sont largement
supérieurs a 1 montrant clairement une baisse de la vitesse de croissance. Pour les haploides,
ces rapports sont plus proches de 1 et suggérent une faible variation de la croissance cellulaire
dans ce contexte. La comparaison des 2 contextes montre que ce rapport est inférieur dans les
révertants haploides comparés aux diploides et ce pour le méme remaniement chromosomique
(Tableau 2.5). Par exemple, ce ratio est de 2,06 pour la souche B259 alors qu’il n’est que de
1,15 pour B259 n (Tableau 2.5). Ceci montre que la prolifération des cellules haploides est
moins altérée par les réarrangements chromosomiques et notamment les aneuploidies, que

celle des souches diploides.
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Figure 2.5 : Détermination des temps de génération des révertants.

A) Les souches diploides

B) Les souches haploides

Les astérisques indiquent les temps de génération qui sont statistiquement comparables a
ceux des souches sauvages.
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Temps de _ g Temps de g _ g
Souches  génération Etc;/apré révertant/ Souches génération Etc;/apré révertant/
g (h) g 2nU+ g (h) g FL100
2n U+ 1,52 0,255 1 FL100 2,41 0,094 1
B199 1,23 0,206 0,81
B038 2,09 0,135 1,375 BO38 n 2,86 0,061 1,19
B259 3,13 0,152 2,06 B259 n 2,77 0,09 1,15
B284 3,22 0,42 2,12 B284 n 2,53 0,11 1,05
B066/1 3,75 0,16 2,47 B066/1 n nd nd nd
B132 2,8 0,04 1,84
B326 3,57 0,447 2,35
Rev27 2n 2,74 0,106 1,8 Rev27 2,36 0,205 0,98
Rev46 2n nd nd nd Rev46 3,85 0,278 1,6
B286 2,86 0,22 1,88 B286 n 4,36 0,28 1,81
AWRS58 2n 2,02 0,023 1,33 AWR58 3,27 0,115 1,36
B283/1 2,35 0,441 1,55
BR15/2 2,69 0,25 1,77
Rev25 2,57 0,373 1,07

Tableau 2.5 : Les temps de génération des révertants. La moyenne des temps de génération
(g) est calculée a partir de 3 cultures indépendantes.

Le temps de génération g est indiqué en heure.

Partie gauche du tableau : Souches diploides.

Partie droite du tableau : Souches haploides.

Les ratios des temps de génération des révertants par rapport a ceux des souches sauvages (g
révertant / g 2nU+ et g révertant / g FL100 dans les contextes diploide et haploide
respectivement) indiquent une baisse (> 1) ou une hausse (< 1) de la vitesse de croissance.

2.1.2. Détermination des temps de latence des révertants

Nous avons déterminé les temps de latence des souches de notre collection a partir des
résultats obtenus par le lecteur de microplaque de type TECAN INFINITE F200. Ils résultent
de la moyenne de 6 cultures réalisées indépendamment. Ce temps est défini comme étant la
période durant laquelle une cellule s’adapte a son environnement pour débuter sa croissance
(Figure 2.6). Les résultats obtenus montrent de grands écart-types pour une méme souche
résultant de la non-reproductibilité des calculs de temps de génération. Malgré ces grandes
variances, les temps de latence des révertants Rev27 2n, Rev46 2n et AWRSS 2n sont
largement supérieurs a celui de la souche sauvage 2nU+ ce qui démontre une adaptation plus
longue de ces révertants a un nouvel environnement (Figure 2.7). En contexte haploide, seul
le révertant Rev27 a un temps de latence supérieur a FL100 alors que les autres semblent

débuter leur croissance plus rapidement (Figure 2.7).
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Figure 2.6 : Détermination des parameétres de croissance a partir des résultats obtenus par le
lecteur de microplaques TECAN INFINITE F200. Ici, nous avons représenté 1’exemple de la
souche sauvage diploide 2nU+. Chaque point correspond a la mesure de 1’absorbance d’une
culture en fonction du temps de croissance. La vitesse spécifique de croissance est déterminée
dans la phase exponentielle de croissance. Le temps de latence correspond a I’intersection
entre la droite correspondant a I’ensemencement initial (droite verte) et celle déterminée pour

calculer le temps de génération (droite rouge).

94



Impact des réarrangements chromosomiques

A Souches diploides

0
2nU+ B193 B259 5234 BO66/1 B132 B326 Rev27 Revdb B2ES AWRSE 52831 BR1S2
2n n 2n

B) Souches haploides

10

FL1O0 B038n B259n B284n BOESMn Rev27 Revdb B236n AWRS3 Rev2s

Figure 2.7 : Détermination des temps de latence des révertants.
A) Souches diploides
B) Souches haploides
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2.2. Détermination de la consommation spécifique de glucose dans les révertants

Nous avons dos¢ les quantités de glucose présentes pour chaque prélévement effectué
pour la détermination du temps de génération dans le but de déterminer la consommation
spécifique de glucose. Le milieu de culture utilisé est un milieu minimum liquide contenant
initialement du glucose a une concentration de 5 g/l. Le dosage a été réalisé par une méthode
enzymatique indirecte qui consiste a déterminer la quantité de cofacteurs NADPH + H'
produits. En présence, d’héxokinase et de glucose-6-phosphate déshydrogénase, le glucose
passe sous une forme glucose-6-phosphate puis gluconate-6-phosphate en réduisant le

cofacteur NADP en NADPH + H'.

En fonction du glucose consommé, nous avons calculé le rendement de consommation
Y qui correspond a la quantit¢ consommée par unité d’absorbance (Figure 2.8). Pour
comparer les consommations de glucose et s’affranchir des temps de génération variables, la
vitesse spécifique de croissance w est divisée par le rendement Y. Les cellules ayant des
formes variables (paragraphe ci-dessus), le nombre de cellules ne sera pas le méme d’une
souche a I’autre pour une absorbance donnée. De ce fait, pour s’affranchir de cette variabilité,
le poids sec de chaque cellule a été calculé. Le rapport WY est ainsi divisé par le poids sec
pour obtenir la consommation spécifique de glucose Qgr. L’unité de cette consommation
spécifique de glucose est définie comme étant le nombre de mmoles de glucose consommées
par heure et par gramme de cellules (mmol.g™.h™).
0,9 7
0.8 |

0.7 1
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Consommation glucose g/L

Figure 2.8 : Exemple de la détermination du rendement de glucose consommé Y pour la
souche 2nU+. Les quantités de glucose consommé sont représentées en abscisse et
I’absorbance des cultures en ordonnée.
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Les résultats obtenus montrent qu’a 1’état diploide, seul le révertant B199 a une
consommation spécifique de glucose supérieure a celle de la cellule sauvage (c’est la souche
qui pousse plus vite). Dans les souches B038, B259 et AWRSS8 2n, la consommation est
comparable a celle de la souche sauvage (Figure 2.9). Par contre, toutes les autres souches
diploides ont une consommation de glucose moindre. Il est notamment intéressant de noter
que les révertants consommant le glucose le plus rapidement sont ceux dont la vitesse de
croissance est la plus rapide. Ceci suggere que la consommation de glucose peut étre limitante

pour une prolifération optimale de ces révertants.

Dans le contexte haploide, ces différences sont moins marquées et seuls les révertants
B259 n, Rev46 et B286 n consomment le glucose plus lentement que la souche FL100 (Figure
2.9). Ce résultat est différent de celui obtenu par Torres et a/ (2007) pour des souches
disomiques de S. cerevisiae, possédant des chromosomes entiers additionnels, dans lesquelles
on observe une augmentation de la consommation de glucose. Les auteurs de cette étude ont
avancé 1’hypothése selon laquelle cette augmentation de la consommation de glucose serait
nécessaire afin de former plus d’ATP pour assurer la réplication, la transcription des copies de
geénes supplémentaires ou encore pour réguler d’éventuels systeémes de contréle du taux de

protéines (Torres et al., 2007).

2.3. Détermination de la production spécifique d’éthanol dans les révertants

De la méme maniére que la consommation de glucose Qg, nous avons calculé la
production spécifique d’éthanol mgon. Ce dosage enzymatique indirect repose sur la quantité
de NADH + H' formé. En présence d’une alcool déshydrogénase et d’une aldéhyde
déshydrogénase, 1’éthanol est transformé en acétaldéhyde puis en acide acétique en réduisant
le cofacteur NADH + H'. Comme pour la consommation de glucose, la production spécifique
d’éthanol a été obtenue en divisant la vitesse spécifique de croissance par le rendement de
production d’éthanol Y puis normalisée en prenant en compte le poids sec de chaque souche.
Des variations dans la production d’éthanol sont observées entre les révertants et les souches
sauvages (Figure 2.9). L’analyse des 20 révertants de notre collection montre que 14 d’entre-
eux présentent une production inférieure a celle des souches sauvages. Les 6 autres révertants

testés ici ont une production d’éthanol similaire a FL100 ou 2nU+ (Figure 2.9).
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Figure 2.9 : Consommation spécifique de glucose et production spécifique d’éthanol des
révertants. La consommation de glucose est représentée en bleue et la production d’éthanol en
rouge. Les astérisques indiquent des résultats statistiquement similaires.

A) Souches diploides

B) Souches haploides
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Le ratio de la quantité d’éthanol formé a partir d’une molécule de glucose (Qg/TEwon)
présenté dans le tableau 2.6 permet de déterminer la quantité d’éthanol produit a partir du
méme nombre de molécules de glucose consommées. Plus ce rapport est élevé, moins la
production d’éthanol est importante. La comparaison de ces ratios montre des différences li¢s
a la ploidie. A I’état diploide, ce ratio est identique pour de nombreux révertants par rapport a
la souche 2nU+ ce qui indique que la molécule de glucose consommée permet la formation du
méme nombre de molécules d’éthanol. Par contre, dans les souches comme B038, B286 ou
B283/1, on observe un rapport supérieur a celui de 2nU+ ce qui montre une production

d’éthanol moindre a partir de la méme quantité de glucose consommeée (Tableau 2.6).

De la méme maniére, dans le contexte haploide, des hausses de ce ratio sont observées
dans toutes les souches a I’exception de 2 révertants. Cette propriété indique que la quantité
d’éthanol produit a partir d’une molécule de glucose est moins importante que celle dans la
souche FL100 (Tableau 2.6). Ces résultats, combinés avec ceux de la consommation
spécifique de glucose, montrent que la fermentation est moins efficace et suggérent qu’elle

peut étre partiellement remplacée par le métabolisme respiratoire afin de former plus d’ATP.

Souches Qaiu TTEton Qgiu/Teron Souches Qaiu TTEton Qgiu/Teron
2n U+ 21,86 33,4 0,65 FL100 13,94 28,44 0,49
B199 26 39,41 0,66
B038 19,71 24,33 0,81 B0O38 n 11,79 16,08 0,73
B259 16,64 26,72 0,62 B259 n 6,38 8,2 0,78
B284 12,55 18,57 0,68 B284 n 16,94 25,96 0,65
B066/1 10,66 16,86 0,63 B066/1 n nd nd nd
B132 8,43 14,63 0,58
B326 11,37 14,46 0,79

Rev27 2n 12,6 18,19 0,69 Rev27 16,31 34,32 0,47

Rev46 2n nd nd nd Rev46 8,6 12,11 0,71
B286 14,09 18,58 0,76 B286 n 6,85 10,44 0,66

AWR58 2n 16,64 24,31 0,68 AWR58 13,28 16,64 0,8

B283/1 16,19 21,41 0,76

BR15/2 10,23 13,83 0,74

Rev25 9,91 23,44 0,42

Tableau 2.6 : Consommation spécifique de glucose et production spécifique d’éthanol.
Chaque résultat est la moyenne de 3 expériences indépendantes.

Qg : Consommation spécifique de glucose (mmol.g”.h™)

Tteon : Production spécifique d’éthanol (mmol.g'.h™)

Le rapport Qgu/Teron est calculé pour déterminer la quantité d’éthanol formé a partir d’une
molécule de glucose. Ce ratio est inversement proportionnel a la quantité d’éthanol formé :
plus le rapport Qgiu/meton est €levé, moins il y a d’éthanol formé.
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3. Analyse globale de la transcription

L’analyse globale de la transcription permet d’obtenir le profil d’expression de la
totalité des génes du génome. Cette analyse a été effectuée par 1’hybridation compétitive des
ADNCc des révertants et des souches sauvages sur des puces a ADN de type Agilent 8x 15K,
en collaboration avec 1’Ecole Normale Supérieure de Paris. Pour réaliser ces expériences,
nous avons préparé et purifié les ARN totaux des souches sauvages et des révertants a partir
de cellules en milieu de phase exponentielle de croissance. Les ADNc synthétisés a partir de
ces ARN sont marqués avec 2 fluorophores : la cyanine 3 pour les ADNc des souches
sauvages et la cyanine 5 pour ceux des révertants. L’intensité de la fluorescence mesurée
provient de I’hybridation des ADNc et correspond a la quantité d’ADNc fixé sur les sondes :
plus la quantité d’ADNc est abondante, plus cette intensité est élevée. Pour comparer les
transcrits entre les souches sauvages et les révertants, le rapport des intensités des cyanines 3
et 5 est calculé et les résultats transformés en valeurs logarithmiques. Les valeurs supérieures
a 0 représentent des geénes dont la transcription est augmentée par rapport a la souche sauvage

alors que celles inférieures a 0 correspondent a des geénes dont la transcription est diminuée.

3.1. Les données analysées

Les puces utilisées lors de 1’analyse transcriptomique sont constituées pour chaque
gene de sondes de 60 oligonucléotides. Chaque sonde est placée 2 fois sur la puce. Toutes les
hybridations ont été effectuées 2 fois, lors d’expériences réalisées indépendamment. De ce
fait, nous possédons 4 valeurs d’hybridations par transcrit. Afin de déterminer si ces valeurs
sont reproductibles, nous avons calculé deux types de coefficients de corrélation. Chaque
sonde étant présente en 2 exemplaires sur chaque puce, le premier coefficient de corrélation
est déterminé en fonction des valeurs des hybridations intra-lames. Le second est calculé en
fonction des résultats obtenus entre les différentes hybridations (inter-lames). Nous avons
réalisé des matrices de points pour chaque type de coefficient (Figure 2.10). Des données
reproductibles doivent s’aligner sur une droite de coefficient directeur égal a 1 et posséder un
coefficient de corrélation (R*) supérieur a 0,5. Lorsque les coefficients intra-lames sont
reproductibles, nous calculons ceux inter-lames et conservons les résultats ayant un
coefficient de corrélation supérieur a 0,5. Ainsi, les données transcriptomiques de 8 révertants
diploides et 7 haploides ont été¢ conservées pour étre analysées (Tableau 2.7). Les 15
révertants retenus portent des réarrangements variés (duplications géniques, segmentales,

aneuploidies et délétions).
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Dans la suite, nous ferons une synthése de 1I’ensemble des résultats que nous avons
analysés. Nous nous intéresserons d’abord aux génes directement impliqués dans la voie de
biosynthése des nucléotides pyrimidiques. Nous détaillerons ensuite les résultats concernant
les geénes qui ont été dupliqués ou délétés lors du remaniement chromosomique. Enfin, nous
analyserons les autres geénes non impliqués dans la structure du remaniement, mais qui

montrent une modification de leur expression.

A) B199 B) B283/1

Figure 2.10: Exemples de coefficients de corrélation. Dans cet exemple, nous avons
représenté les coefficients de corrélation interlames (R*) de deux révertants. Chaque point
correspond a la valeur transcriptomique d’ un geéne. L’axe des abscisses représente les valeurs
des hybridations de la puce 1 et alors que celles de la puce 2 sont indiquées sur I’axe des
ordonnées.

A) Révertant B199 retenu pour les analyses des données

B) Révertant B283/1 non retenu pour Is analyses de données

3.2. Expression des génes impliqués dans la voie de biosynthése des nucléotides
pyrimidiques
Le systetme de sélection ayant permis l’obtention des révertants est basé sur la
réactivation du géne URA2. Ce geéne code la protéine Ura2p qui intervient dans les deux
premicres étapes de la voie de biosynthése des nucléotides pyrimidiques en transformant
’aspartate en carbamylphosphate (étape 1) puis en acide uréidosuccinique (étape 2). Dans nos
révertants, seule la seconde étape est réalisée par la protéine chimeére contenant notamment la
région ATCase, la premicre étape étant assurée par les protéines Cpalp et Cpa2p formant un
complexe qui intervient dans la formation de carbamylphosphate dans la voie de biosynthése

de I’arginine (Messenguy et al., 1983).
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Coefficient de

Revertants Type de réarrangement corrélation inter-lames

Diploides

B199 Aneuploidie 0,8492
B0O38 Aneuploidie 0,7247
B259 Aneuploidie 0,7177
B284 Aneuploidie 0,4266
B066/1 Aneuploidie 0,5447
B132 Translocation non réciprogue 0,4204
B326 Translocation non réciprogue 0,4211
Rev27 2n Duplication segmentale 0,4571
Rev46 2n Duplication segmentale 0,6635
B286 Duplication segmentale 0,739
AWRS58 2n Délétion 0,6471
B283/1 Délétion 0,2526
BR15/2 Délétion 0,7281
Haploides

B038 n Aneuploidie 0,8425
B259 n Aneuploidie 0,7675
B284 n Aneuploidie 0,7847
B066/1 n Aneuploidie 0,3806
Rev27 Duplication segmentale 0,7716
Rev46 Duplication segmentale 0,1665
B286 n Duplication segmentale 0,8147
AWRS58 Délétion 0,5082
Rev25 Duplication génique 0,5263

Tableau 2.7 : Mesure des coefficients de corrélation inter-lames. Les résultats des souches
surlignées en orange ne sont pas prises en compte pour cette analyse transcriptomique.

Les puces Agilent utilisées dans cette expérience d’hybridation compétitive

contiennent une sonde correspondant au gene URA2 qui est située au niveau de la région

ATCase. De ce fait, les ADNc correspondant aux geénes chiméres s’hybrident sur ces sondes

et les valeurs d’expression associées au gene URA2 sont équivalentes a celles du géne de

fusion néoformé. Les résultats montrent que les génes chimeres ont une transcription

augmentée dans toutes les cellules haploides (sauf AWRSS8) et les diploides aneuploides. Pour

les autres révertants, seul le géne de fusion du révertant B286 est surexprimé alors que les

genes chiméres des autres souches sont sous-exprimés (Tableau 2.8).

102



Impact des réarrangements chromosomiques

Géne

AWRS58 2n

URA1
URA2
URA3
URA4
URA5
URA6
URA7
URAS8
URA10

CPA1

CPA2

0 0 -0.29525
0. 31525 0. 90725 0.41325 0.
0 0

-0. 53375 _ 0 0
-0.2815  -0.3695 0 -0.498

-0. 29025 -0. 30625 _ 0. 2485 0 -0.401

0.58325 0.9475 -0.3065 0.323

0.97125 068325 0.6065
0.83275 0.377

o

0 -0.378 0
-0.3505 -0.4775
0

o

Géne
URA1
URAZ2
URA3
URA4
URA5
URA6
URA7
URAS8
URA10
CPA1
CPA2

B0O38 n B259 n B284 n Rev27 B286 n AWR58 Rev25

Tableau 2.8 : L’expression des génes codant des protéines intervenant dans la voie de
biosynthése des nucléotides pyrimidiques. Les génes surexprimés sont représentés en rouge,
orange ou jaune en fonction de leur niveau de transcription. Les génes sous-exprimés sont
représentés en vert clair et foncé.

A) Révertants diploides

B) Révertants haploides

L’expression de ces génes CPAI et CPA2, dont les protéines encodées sont supposées
fournir le carbamylphosphate pour la catalyse de 1’acide uréidosuccinique par 1’ATCase, est
augmentée par rapport aux cellules sauvages. Cette augmentation de la transcription peut étre
conforme au fait que les protéines Cpalp et Cpa2p codés par ces génes permettent la synthése
du carabamylphosphate pour les voies de synthése de 1’arginine mais dans ces souches

¢galement pour les nucléotides pyrimidiques.
Parmi les autres génes de la voie de biosynthése des nucléotides pyrimidiques, les
genes codant les enzymes intervenant dans la voie de biosynthése endogéne permettant la

formation d’UMP sont majoritairement surexprimés chez les révertants haploides (URAI,
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URA3, URA4, URAS). Chez les diploides aneuploides, seuls les génes impliqués dans la
formation d’acide orotique (URA 1, URA4) ont une transcription augmentée (Tableau 2.8). Ces
résultats montrent que seules les premicres étapes de la voie de biosyntheése des nucléotides

pyrimidiques sont régulées de fagon identique dans tous les révertants.

3.3. Role de ’expression des génes et de la ploidie dans la réponse cellulaire
3.3.1. Les parties dupliquées et délétées
Les réarrangements chromosomiques étudiés ici possédent un nombre de genes
dupliqués variables pouvant aller jusqu’a 300 génes pour les souches B066/1 et B284. Ces
génes ont ét¢ mis en évidence par hybridation génomique compétitive sur puce a ADN

(Schacherer et al., 2007).

L’analyse de I’expression de ces génes au niveau des divers révertants montre que ces
genes sont légeérement surexprimés chez les révertants B199, B259 et B066/1 possédant une
aneuploidie (Figure 2.11). Par contre, chez les autres souches, ces génes peuvent avoir une
expression augmentée ou diminuée, voire n’avoir aucun changement d’expression par rapport
aux souches sauvages (Figure 2.11). On observe en effet sur cette figure, dans les zones
bleues et orange qui correspondant aux génes impliqués dans le remaniement, des variations
d’expression d’un géne a I’autre, Ces résultats indiquent clairement une non-corrélation entre

le nombre de copies de geénes et leur expression au sein de notre collection de révertants.

Pour les génes non impliqués dans le remaniement, des variations d’expression sont
également mises en évidence (Figure 2.11). A I’état diploide, un peu moins de la moitié¢ des
genes ont une expression différente comparée a la souche sauvage, alors qu’ils représentent
deux tiers des geénes a 1’état haploide. Dans I’ensemble, environ la moiti¢ des génes dont
I’expression est différente par rapport a la souche de référence a une expression augmentée et

I’autre moitié a une expression diminuée.

Afin d’analyser davantage les impacts de cette modification de I’expression des génes
au sein des révertants, nous avons regroupé les genes régulés positivement d’une part et
négativement d’autre part pour déterminer quelles étaient les fonctions de la cellule qui ont
été affectées par les réarrangements chromosomiques. Ce travail a été poursuivi en regroupant
les geénes appartenant a une méme fonction ou a un ensemble de fonctions. Les groupes que

nous avons ainsi formés ont été appelés clusters.
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Figure 2.11: Expression des génes dupliqués étant impliqués dans la formation des
chromosomes chiméres. Pour chaque souche, les 2 chromosomes impliqués dans la formation
des chromosomes chimeéres surnuméraires sont représentés. Le cadre bleu indique la région
dupliquée du chromosome X alors que le cadre jaune correspond a la région dupliquée des
chromosomes receveurs.
A) Révertants diploides
B) Révertants haploides
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3.3.2. Role de la ploidie dans la réponse cellulaire

Dans cette partie, nous avons regroupé¢ dans des clusters des geénes dont I’expression
est augmentée ou diminuée possédant des fonctions communes. Pour réaliser cette
« clusterisation », nous avons conservé les valeurs transcriptomiques inférieures a - 0,5 et
supérieures a + 0,5. Le logiciel MeV permet la formation de clusters en réalisant des tests
statistiques comme le test de Student (Margolin et al., 2005). Nous avons employé¢ ce logiciel
en utilisant un test de Student avec des valeurs statistiques seuils différentes (p-value = 0,05
et 0,01). Ainsi, deux clusters de 1200 et 510 génes ont ét¢ générés chez les révertants
diploides. Ces nombres étant tres élevés, nous avons testé puis choisi une méthode alternative.
A partir des valeurs transcriptomiques, nous avons regroupé les génes dont 1’expression est
augmentée et ceux ou elle est diminuée en fonction du type de réarrangement chromosomique
et en fonction de la ploidie (Tableau 2.9). Ces regroupements de génes servent alors pour

définir les fonctions cellulaires associées a ces clusters.

Clusters Génes surexprimés Génes sous-exprimés
Aneuploides 2n 189 128
Délétions 2n 412 475
Duplications segmentales 2n 405 415
Aneuploidies n 666 747
Duplications segmentales n 945 930

Tableau 2.9 : Nombre de génes montrant une expression différente pour un type de
réarrangement chromosomique. Cette clusterisation a été effectuée en distinguant les souches
diploides (2n) des souches haploides (n).

Le logiciel GoTermFinder (http://go.princeton.edu/cgi-bin/GOTermFinder) a été

utilisé pour déterminer les fonctions et les processus dans lesquels interviennent les protéines
codées par les genes retenus (Boyle et al., 2004). La figure 2.12 présente quelques exemples
des différents résultats obtenus pour les révertants. Nous avons classé les différents genes
retenus par grand groupe de fonction. Dans cette figure, chaque ligne représente un géne
ayant une expression différente par rapport a la souche de référence. Par exemple, des geénes
intervenant dans la formation du ribosome ou dans la maturation des ARN sont sous-exprimés

dans les révertants diploides (Figure 2.12).
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L’analyse de I’ensemble du transcriptome montre que dans les révertants diploides, les
protéines codées par les génes surexprimés sont impliqués dans les complexes
mitochondriaux, notamment au niveau de la chaine respiratoire. Il y a également une
expression modifiée de nombreux geénes impliqués dans le cycle de Krebs ou dans la
glycolyse. D’autres protéines codées par des génes surexprimés interviennent dans plusieurs
voies métaboliques notamment dans 1’utilisation de 1’éthanol ou dans la biosynthese d’acides
aminés, dont notamment ceux a radical aromatique. Pour les protéines codées par les geénes
sous-exprimés, on retrouve essentiellement des protéines impliquées dans la formation du

ribosome et dans le transport d’ions métalliques (Figure 2.12).

A T’inverse, les génes impliqués dans la synthése du ribosome sont surexprimés dans
les souches révertants haploides comme d’ailleurs les génes impliqués dans I’initiation de la
traduction (Figure 2.12). Cette observation va dans le sens d’une traduction accrue chez les
haploides. De maniére similaire aux révertants diploides, les génes intervenant dans la chaine

respiratoire sont également surexprimés en haploide.

A coté des génes dont I’expression est modifiée dans tous les révertants, chaque
souche posséde un jeu de genes spécifiques dont I’expression est également modifi¢e. Les
produits de ces geénes participent également au métabolisme énergétique ou a la traduction.
Par exemple, les révertants diploides B038, B199 et B259 ont une sous-expression de
plusieurs dizaines de génes intervenant dans la formation du ribosome renforcant 1’hypothése

selon laquelle la traduction est différente en fonction des contextes de ploidie (Tableau 2.10).

Chaque révertant posséde également des geénes spécifiquement régulés dont les
fonctions ne peuvent pas étre regroupées dans les différentes fonctions décrites dans le
tableau 2.10. Par exemple, nous n’avons pas réussi a faire sporuler le révertant diploide B199
pour obtenir une version haploide malgré plusieurs essais et modification de protocole. Le fait
que des genes intervenant dans la méiose soient spécifiquement sous—exprimés dans cette

souche peut expliquer en partie 1’incapacité de sporulation de ce révertant.
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Figure 2.12 : Exemples de processus cellulaires dont les génes ont une expression modifiée.
Les geénes sous-exprimés sont représentés en vert et les génes surexprimés en rouge. Les
processus cellulaires ont été déterminés a partir du programme GoTermFinder. Chaque ligne
représente 1’expression modifiée d’un géne par rapport aux souches de référence et chaque
colonne indique un révertant.

A) Révertants diploides

B) Révertants haploides
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B199 B0O38 B259 B066/1
Génes surexprimés
Transport d'éléctrons oui / oui oui
Synthése d'ATP oui / / /
Processus Red/ox oui / oui oui
Précurseurs nucléotidiques / / oui oui
Métabolisme des sucres oui oui / oui
Métabolisme des vitamines oui oui / /
Métabolisme de I'alcool / oui oui /
Métabolisme des cétones / oui oui oui
Génes sous-exprimés
Ribosome oui oui oui /
Biosynthése des macromolécules oui oui oui oui

Tableau 2.10 : Genes exprimés spécifiquement chez les révertants diploides aneuploides. Ces
genes sont regroupés selon leur fonction. Des fonctions peuvent étre communes a plusieurs
souches.

Lors de notre analyse des ratios de consommation spécifique de glucose par rapport a
la production d’éthanol (Qgn/7Ewon), nous avons postulé que le métabolisme fermentaire
pouvait étre partiellement remplacé par la respiration. L’analyse globale de la transcription est
consistante avec cette hypothése car des génes intervenant dans la glycolyse, le cycle de
Krebs ou la phosphorylation oxydative sont surexprimés chez tous les révertants. Ce

changement de métabolisme suggére une production accrue d’ATP.

3.3.3. Réponse cellulaire et stress

Lorsque des cellules de S. cerevisiae sont soumises a un stress comme un choc
thermique ou un composé toxique dans le milieu, environ 900 génes ont une expression
modifiée par rapport a des conditions de croissance standard. Ces génes ont été définis
comme étant des éléments de réponse au stress et ont été appelés ESR (Gasch et al., 2000).
Parmi les 900 génes ESR répertoriés chez S. cerevisiae, chaque révertant que nous avons
analysé posséde au moins 150 de ces geénes qui ont une expression différente des souches
sauvages, ce qui montre que nos souches répondent également a un stress. Cette observation
est a mettre en paralléle avec les travaux de Torres et al. (2007) qui ont montré que des
souches disomiques de S. cerevisiae, dans le contexte haploide, avaient une signature
d’expression comparable a celle obtenue lors d’un stress. Ils 1’ont d’ailleurs, qualifié de stress
aneuploidique (Williams et Amon, 2009). Pour chaque souche, nous avons donc analysé les

valeurs transcriptomiques correspondantes aux 900 geénes ESR puis nous avons effectué¢ une
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série de tests statistiques. Ces tests de Student indiquent que 354 geénes ont statistiquement

une expression différente des souches sauvages (Figure 2.13).

Le révertant AWRSS8 est particulier car peu de génes ESR ont une expression modifiée
dans le transcriptome. Cette propriété peut étre lice a la fonction du gene receveur de la
fusion. En effet, le partie ATCase du géne URA?2 est fusionnée avec le géne PBS2 qui code
une protéine kinase impliquée dans la voie de signalisation HOG (Schiiller et al., 1994). La
phosphorylation de la protéine Hoglp par pbs2p permet [’activation des facteurs de
transcription Mns2p et Mns4p a la base de la régulation des geénes ESR (Gasch, 2007). Au
niveau de la protéine chimére Pbs2p-ATCase, les domaines kinases sont délétés ce qui peut
induire une non phosphorylation de Hoglp et ainsi bloquer cette voie de signalisation (voir
chapitre 3). Cette hypothése peut ainsi expliquer pourquoi peu de geénes ESR ont une
expression différente chez le révertant AWRSS par rapport au sauvage contrairement aux

autres révertants (Figure 2.13).

L’analyse des génes ESR montre des résultats variables en fonction de la ploidie. En
effet, les génes impliqués dans le processus de catabolisme des protéines vacuolaires sont
surexprimés dans le contexte diploide et sous-exprimés en haploide, quelque soit le type de
remaniement. Par contre, les génes impliqués dans la biogenese du ribosome et la machinerie
traductionnelle sont surexprimés dans les révertants haploides et sous-exprimés chez les
diploides (Figure 2.13). La sous-expression de ces génes dans les révertants diploides suggere
une baisse de la traduction dans ce contexte de ploidie. La baisse de traduction est une des
hypothéses fondées par Torres et ses collegues (2008) suite a I’apparition d’une aneuploidie.
Lors de ce travail de revue, les auteurs ont repris les analyses transcriptomiques de plusieurs
¢tudes sur des souches aneuploides de S. cerevisiae et ont mis en évidence une corrélation
entre le nombre de copies de geénes et leur expression. Ils ont également suggéré que la
réponse cellulaire s’effectuait au niveau protéique plutét qu’au niveau des transcrits.
Cependant, une augmentation de la quantité de protéines peut changer la balance protéique et
ainsi perturber la croissance cellulaire. Afin d’équilibrer cette balance, ces mémes auteurs ont
posé 2 hypothéses : une baisse de la traduction ou alors la dégradation de 1’exces de protéines

synthétisées (Torres et al., 2008).
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Figure 2.13 : Profil d’expression des genes ESR dans les révertants. Les genes sous-exprimés
sont représentés en vert et les génes surexprimés en rouge. Chaque ligne correspond aux

données transcriptomiques correspondant a un gene.
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La balance protéique peut se définir comme une quantité de protéines équilibrée
nécessaire pour un développement cellulaire optimal. Par exemple, une surexpression de 1’une
ou ’autre des histones ou des tubulines entraine un déséquilibre qui peut mener a des baisses
de la croissance ou a la mort cellulaire chez S. cerevisiae. L’exces de protéines peut alors étre
régulé par une dégradation des protéines additionnelles (Gunjan et Verreault, 2003 ; Lacefield

et al., 2006).

L’analyse des genes ESR montre clairement que dans les révertants diploides, le taux
de traduction diminue contrairement aux souches haploides. Par contre, pour les cellules
haploides, 1’augmentation de 1’expression des genes intervenant dans [’activité ou la
régulation du protéasome suggere une dégradation accrue de 1’exceés éventuel de protéines
synthétisées. Ces résultats montrent que le contexte de ploidie influence la réponse cellulaire
et que la balance protéique est équilibrée selon deux mécanismes différents : les souches
diploides diminuent la traduction alors que les haploides dégradent I’exceés de protéines

synthétisées.

L’augmentation de la traduction dans ces cellules a été testée en utilisant indirectement
la rapamycine, un inhibiteur de la machinerie traductionnelle. Cette molécule inhibe la voie
de signalisation TOR qui méne a une transcription moindre des ARN ribosomiques et donc a
une baisse de la traduction (pour revue, Crespo et Hall, 2002). Les révertants diploides
comme d’ailleurs la souche 2nU+ sont résistantes a des concentrations de 10 nM de
rapamycine montrant que la voie de signalisation cellulaire initiée par la protéine TOR et ainsi
la traduction n’a pas d’influence sur ces souches (Tableau 2.11). Par contre, a 1’état haploide,
les révertants B284 n et BO38 n ont une plus grande sensibilité vis-a-vis de cette drogue par
rapport a la souche de référence FL100 (Tableau 2.11). L’absence de croissance de ces deux
souches montre que la voie de signalisation TOR inhibe avec une meilleure efficacité¢ leur
machinerie traductionnelle. Ces résultats suggeérent que la traduction est plus facilement
inhibée dans ces deux révertants ce qui est consistant avec 1’idée que la traduction est
augmentée chez les souches haploides. En effet, si une augmentation de la machinerie
traductionnelle est nécessaire a la survie cellulaire des révertants, 1’introduction de composés
inhibiteurs aura un impact plus rapide et plus important sur cette survie. Cette approche n’est
qu’une étude préliminaire pour déterminer cette augmentation. En effet, au moins deux mille
geénes ont une transcription modifiée dans les révertants dont des génes pouvant intervenir

dans la voie de signalisation TOR. De telles différences peuvent expliquer la résistance du

112



Impact des réarrangements chromosomiques

révertant B259 n (Tableau 2.11). Une analyse plus approfondie de ces geénes semble donc
nécessaire pour comprendre comment une cellule s’adapte suite a [’apparition d’un

réarrangement chromosomique.

YPD YPD + Rapamycine
30°C 10nM 25nM
Diploides
2nU+ ++ ++ -
B199 ++ + -
B0O38 ++ ++ -
B259 ++ ++ -
B066/1 ++ ++
Haploides
FL100 ++ ++ -
B0O38n ++ - -
B284n ++ + -
B259n ++ ++ -

Tableau 2.11 : Résistance a la rapamycine des révertants aneuploides. Ces analyses ont été
effectuées a partir de deux dilutions d’une suspension de cellules différentes de cellules.

++ : croissance des deux dilutions

+ : : croissance d’une seule dilution

- : aucune croissance

Conclusion

L’observation macroscopique des colonies des souches de notre collection montre des
variations morphologiques en fonction de la ploidie et de la source de carbone présente dans
le milieu. La comparaison de ces phénotypes indique également qu’il n’y a pas de patron de

morphologie pour un type de réarrangement chromosomique.

L’analyse microscopique des cellules des différents révertants et des souches
sauvages démontre aussi des phénotypes variables : certaines cellules sont plus allongées avec
un volume cellulaire plus élevé que les cellules de références avec des formes moins
caractéristiques de S. cerevisiae, alors que d’autres peuvent s’ordonner en agrégats. Ces

différences morphologiques, notamment 1’augmentation du volume cellulaire, peuvent
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s’expliquer par un cycle cellulaire allongé avec notamment un délai au niveau de la transition
des phases G1 et S, ce qui peut accroitre le temps de croissance des révertants (Giaver et al.,

2002 ; Torres et al., 2007).

Lorsque 1’on compare les temps de génération des révertants diploides, seules les
souches B199, B038 et B283/1 ont un temps de génération comparable a la souche de
référence 2nU+. Contrairement aux souches diploides, les révertants haploides ont un temps
de génération proche de celui de FL.100, excepté pour les souches Rev46, B286 n et AWRSS.
Ces propriétés suggerent que les réarrangements chromosomiques ont moins d’impact sur la

croissance cellulaire dans le contexte haploide que dans le contexte diploide.

Les consommations spécifiques de glucose (Qg) des révertants diploides et haploides
sont inférieures a celles des souches sans remaniements, excepté pour la souche B199. De
manicre identique, la production d’éthanol (mgon) est diminuée chez la majorité des
révertants. Le calcul du ratio Qgn/mteon permet d’estimer la quantité d’éthanol produite par
molécule de glucose consommée. Ce rapport, plus élevé pour de nombreux révertants
haploides et diploides en comparaison a leurs souches de référence, indique une production
moins importante d’éthanol. Ceci peut étre le résultat d’un remplacement partiel du
métabolisme fermentaire par la respiration. Un résultat similaire a ét¢ démontré chez des
souris trisomiques dans lesquelles une fermentation hétérologue est supposée du fait de leur

production d’éthanol et d’acide lactique (Williams et a/., 2008).

Parmi la collection de 22 révertants, 15 ont été utilisés pour une analyse globale de la
transcription. Cette étude montre que le nombre de copies de génes et leur expression ne sont
pas corrélés. En effet, de nombreux geénes dupliqués ne sont pas surexprimés. Récemment,
Rossi et ses collegues (2010) ont apporté les mémes conclusions lors de leurs études sur des
souches de S. cerevisiae aneuploides obtenues a partir d’un autre systéme de sélection. Par
contre, cette corrélation entre nombre de copies de geénes et expression a été montrée dans

d’autres cellules aneuploides de S. cerevisiae (Hughes et al., 2000 ; Torres et al., 2007).

L’observation des geénes dérégulés sur I’ensemble du génome montre qu’un peu moins
de la moiti¢ des génes le sont a I’état diploide, alors que dans le contexte haploide cette
proportion est de deux tiers. Dans chaque cas, 50 % des génes ont une expression augmentée

et 50 % une expression diminuée. Cette expression différente de nombreux génes montre que
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la réponse cellulaire s’effectue au niveau de tout le génome et pas seulement au niveau des
régions dupliquées. De telles expressions différentielles sur la totalit¢ du génome sont aussi

retrouvées au niveau de cellules cancéreuses (Upender et al., 2004).

L’analyse des données transcriptomiques a été poursuivie en regroupant les génes dont
la transcription est augmentée ou diminuée. L’étude des fonctions et des processus dans
lesquels interviennent ces génes a ¢été réalisée a 1’aide du programme Gotermfinder (Boyle et
al., 2004). Que ce soit en contexte haploide ou diploide, les génes surexprimés codent des
protéines intervenant dans le métabolisme énergétique, notamment au niveau du cycle de
Krebs et de la phosphorylation oxydative. Ceci suppose une production accrue d’ATP comme
nous le mentionnions apres les calculs des ratios Qg/Tteion. Cet exces d’ATP peut étre utilisé
pour la réplication, la transcription ou la traduction des génes additionnels. Par contre, cet
exces d’énergie peut aussi perturber la cellule comme cela est décrit pour les souches
disomiques de S. cerevisiae. Dans ce cas de figure, on parle alors de stress aneuploidique

(Williams et Amon., 2009).

Plus de 900 geénes sont décrits comme des éléments de réponse au stress ESR chez S.
cerevisiae (Gasch et al., 2000). Un test de Student sur ces 900 genes dans nos révertants
montre que 354 geénes ont une expression différente chez ces souches par rapport aux cellules
de référence. Cette étude montre clairement que la ploidie est un parametre important dans la
réponse cellulaire. Par exemple, de nombreux genes impliqués dans la machinerie
traductionnelle sont surexprimés chez les révertants haploides et sous-exprimés chez les

diploides.

Les travaux de Gygi et al. (1999) et Ghaemmaghami et a/. (2003) ont montré que les
taux de transcits et de protéines sont corrélés. Si on applique ce principe, il devrait y avoir une
quantité augmentée de molécules traduites dans les cellules possédant un réarrangement
chromosomique. Cette augmentation peut induire un déséquilibre de la balance protéique.
Celle-ci est définie comme un équilibre de protéines requis pour la croissance cellulaire. Deux
hypotheses ont été émises pour comprendre comment une cellule ayant un chromosome
surnuméraire est capable d’équilibrer la balance protéique : (i) une baisse de la traduction ou
(i) une dégradation de I’excédant de protéines (Torres et al., 2008). Dans notre étude, le
contexte de ploidie influence clairement le type de réponse suite a un réarrangement

chromosomique. A 1’état diploide, la balance protéique est probablement équilibrée par une
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baisse de la traduction. Par contre, chez les révertants haploides, les génes impliqués dans le
mécanisme de traduction sont surexprimés de méme que des geénes intervenant dans la
régulation ou I’activité du protéasome. Ceci suppose une augmentation de la traduction et de
la dégradation des protéines par le protéasome pour équilibrer la balance protéique. La hausse
de la traduction a I’état haploide est notamment confirmée par la sensibilité des souches

aneuploides a la rapamycine, un inhibiteur de la traduction.

Les modifications métaboliques, notamment au niveau de la chaine respiratoire,
peuvent également étre liées au géne URA2 et a la voie de biosynthése des nucléotides
pyrimidiques. En effet, ’utilisation de I’antimycine A, un composé bloquant le complexe III
de la chaine respiratoire, inhibe la voie de biosynthése des pyrimidines (Khutornenko et al.,
2010). Nous pouvons ainsi supposer qu’une modification dans cette voie de biosynthése peut
induire des changements dans le métabolisme respiratoire. Le systéme de sélection utilisé
nécessite une réactivation de la région ATCase du géne URA2 car les fonctions GATase et
CPSase sont complémentées par les protéines Cpalp et Cpa2p qui interviennent dans la voie
de biosynthése de I’arginine (Messenguy et al., 1983). Les données transcriptomiques
indiquent que ces deux geénes sont surexprimés pour produire plus de carbamylphosphate,
ainsi que ceux impliqués dans les réactions a partir de 1’acide uréidosuccinique. Les génes
CPAI et CPA2 peuvent étre régulés par 2 mécanismes : une rétroinhibition en présence
d’arginine (Lacroute et al., 1965) ou un controle général de la biosynthése de plusieurs acides
aminés (Messenguy, 1979). Les cultures cellulaires a la base de ces données ont été réalisées
dans un milieu sans arginine permettant de réfuter la premiere hypothese. Par contre, la
seconde est possible et méme renforcée parce que de nombreux genes intervenant dans les

voies de biosynthése d’acides aminés sont surexprimés.
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Impacts des genes de fusion

Introduction

La fusion de génes est un événement clé dans 1’évolution des protéines. Elle peut
mener a une perte de fonctions selon la jonction entre deux geénes. Par exemple, dans la
leucémie myélocytaire aigué, le gene AMLI est le récepteur de la fusion avec le géne ETO.
Dans ce cas de figure, la jonction se fait au niveau de la séquence correspondant a la partie N-
terminale de la protéine Amllp. De ce fait, la fonction de facteur de transcription portée par
cette protéine est perdue et le corépresseur Eto2p se retrouve au niveau des geénes cibles de
Amlp, ce qui induit la tumorisation (pour revue, Martens et Stunnenberg, 2010). La fusion
peut aussi conduire a 1I’émergence de protéines multifonctionnelles comme celles codées par
les génes CAD chez les Mammiferes qui portent trois domaines assurant les premicres étapes
de la voie de biosynthése des nucléotides pyrimidique. Chez S. cerevisiae, le géne AROI
catalyse cinq des sept étapes de la voie de biosynthése du chorismate, un précurseur des
acides aminés aromatiques (Duncan et a/., 1987). La formation de tels génes peut étre
considérée comme bénéfique pour la cellule car elle permet entre autre de diminuer le nombre

de facteurs régulant leur expression (Marcotte et al., 1999 ; Doolittle, 1999).

Un autre exemple de protéine multifonctionnelle chez S. cerevisiae, est la protéine
codée par le géne URA2 avec ses domaines fonctionnels GATase-CPSase et ATCase, séparés
d’un domaine cryptique DHOase-like (Souciet et al., 1989) (Figure 3.1). L’aspartate-
transcarbamylase (ATCase) est une enzyme qui est un modéle d’étude chez la bactérie
Escherichia coli du fait de sa régulation allostérique (Gerhart et Schachman, 1968). Cette
enzyme est activée par I’ATP et rétroinhibée par les nucléotides pyrimidiques (Figure 3.1).

Elle est formée de six chalnes catalytiques et de six chaines régulatrices.
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Figure 3.1 : La voie de biosynthése des nucléotides pyrimidiques chez S. cerevisiae.
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Dans notre collection de révertants, la réactivation de ’activité ATCase conduit a la
formation de génes de fusion associé€s aux réarrangements chromosomiques (Roelants et al.,
1995 ; Welcker et al., 2000 ; Tourrette et al., 2007). Les genes receveurs de la fusion ont été
caractérisés et la jonction entre ces derniers et la partie ATCase a été¢ définie au nucléotide
pres (Figure 3.2). Les genes accepteurs codent pour des protéines possédant des fonctions
variées, il peut s’agir de protéines ribosomiques, de facteurs de transcription ou de traduction,
de protéines chaperones, etc... (Tableau 3.1). La taille de la séquence correspondant a
I’ATCase est variable dans les différents génes chimeres. Il en est de méme pour la région
provenant du géne accepteur : certaines fusions se font au niveau des séquences promotrices
alors que d’autres sont en phase avec les séquences codantes dont les tailles sont également
variables. Ces différences de structure soulévent deux questions : (i) pour un geéne de fusion,
I’activité enzymatique de la partie ATCase est-elle influencée par la taille de la séquence
présente et par la partie de la protéine acceptrice résiduelle ? (ii) les fonctions des protéines
réceptrices sont-elles majoritairement altérées ou maintenues ?

Geéne YEF3 Géne URA2

Promoteur Promoteur

YEF3 URA2 ’—>

URAZ2 5 ——TCAAATTGGTTGACCAACAAGCTTGGAAAGA—-- '

YEF3 5 ——AGATCTTGACCAACAAGCTTGGTTCACCCA— 2'

Fusion des génes YEF3 et URA2

Promoteur
YEF3

YEF3 5' —-—AGATCTTGACCAACAAGCTTGGAAAGA— 3' URA2

Figure 3.2 : Structure d’un géne chimere. Dans cet exemple, les génes YEF3 et URA2 sont
fusionnés. On retrouve dans les deux séquences une microhomologie de séquence de 17 pb au
niveau de laquelle la fusion est réalisée (soulignée en jaune). Le géne de fusion code une
protéine qui contient le domaine ATCase de la protéine Ura2p et une partie du géne YEF3.
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La protéine Ura2p est rétroinhibée par les produits terminaux de la voie de biosynthése
des nucléotides pyrimidiques, notamment ’UTP qui peut se fixer au niveau de deux sites
(Figure 3.1). Ces sites sont distincts, 1’un se situe au niveau de la fin de la région CPSase et
I’autre au sein de I’ATCase (Jaquet et al., 1995). L’analogue toxique de I’uracile, le 5-fluoro-
uracile (5-FU), peut étre utilisé pour tester le maintien ou la perte de rétroinhibition. Dans une
cellule sauvage, I’UTP néosynthétisé inhibe I’activité¢ de la protéine Ura2p, le 5-FU présent
dans le milieu est incorporé dans la cellule puis métabolisé¢ en 5-FUMP qui entre dans la voie
de biosynthése de novo des nucléotides pyrimidiques. Cette propriété conduit a la sensibilité
d’une souche sauvage au 5-FU a une concentration de 10° M (Jund et Lacroute, 1970). En
revanche, des souches qui possédent des mutations dans le géne URA2 conduisant a une perte
de rétroinhibition mais a un maintien des fonctions enzymatiques sont résistantes jusqu’a 107
M (Jaquet et al., 1993). L’analyse de la résistance au 5-FU des révertants est intéressante car
le phénotype obtenu pourra nous renseigner sur la perte ou non de la rétroinhibition par I’'UTP

de la protéine chimere.

1. Caractérisation de la fonctionnalité des domaines des protéines chimeres

1.1. Le domaine codant ’ATCase

1.1.1. Détermination de I’activité ATCase

L’ATCase est une enzyme permettant la formation d’acide uréidosuccinique (CAA) a
partir d’acide aspartique comme donneur de carbone. Dans notre analyse, les activités
enzymatiques ont été déterminées a partir de la méthode colorimétrique mise au point par
Prescott et Jones en 1969. Cette approche repose sur une propriét¢é du CAA : celui-ci
comporte un groupement uréide qui se condense avec I’antipyrine en présence d’un acide fort
pour donner un produit de couleur jaune-orangée, dont le pic d’absorbance est a 466 nm

(Prescott et Jones, 1969).

Les activités enzymatiques ont été mesurées pour 1’ensemble de la collection de
révertants ainsi que pour les souches sauvages FL100 (haploide) et 2nU+ (diploide). Ces
activités ont été déterminées a partir d’extraits cellulaires préparés a partir de cellules en
phase exponentielle de croissance dans des milieux minimum YNB et complet YPD.
L’activité est définie comme étant la quantité d’acide uréidosuccinique formé par minute par

milligrammes de protéines totales contenues dans I’extrait cellulaire (nmol/min/mg).
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1.1.1.1. Les souches haploides
Les activités enzymatiques de 1’ATCase mesurées dans les révertants haploides
cultivés en milieu complet sont toutes inférieures a celle de la souche FL100 (Tableau 3.2).
Pour les révertants B286 n, Rev27 et AWRSS, les activités n’ont pas pu étre mesurées car les

quantités de CAA produites étaient trop faibles pour étre détectées.

Lorsque ces mémes tests sont réalisés a partir de cellules ayant poussé en milieu
minimum sans uracile, les activités ATCase ne sont pas différentes de celle de la souche
sauvage comme le démontre un test de Student. Ces activités sont par contre majoritairement
supérieures a celles réalisées en milieu complet (Tableau 3.2). Par exemple, ’activité
enzymatique du révertant B259 n est augmentée d’un facteur 20 (de 1,28 a 25,67

nmol/min/mg en milieu minimum).

Souche Géne chimeére YPD Ecart-type YNB Ecart-type Yl\ﬁgftﬁl{ol’D
FL100 URA2 wt 15,8 0,85 10,67 0,94 0,67
B038 n YDJI1-ATCase 3,78 0,87 15,33 6,24 4,05
B259 n PMAI-ATCase 1,28 0,13 25,67 13,77 20,05
B284 n YEF3-ATCase 1,18 1,2 13,33 17,46 11,3
B066/1 n HSC82-ATCase 10,12 2,23 10,33 8,97 1,02
B286 n YJL133¢c-A-ATCase nd nd 18 8,16 nd
Rev27 SNA3-ATCase nd nd 5,67 2,62 nd
Rev46 RPS22A4-ATCase 5,39 1,25 12,33 4,78 2,29
AWRSS PBS2-ATCase nd nd 6,97 8,18 nd
aRev25 TyA-ATCase 2,27 0,41 4,33 5,44 1,91

Tableau 3.2 : Mesure des activités ATCase des souches haploides. Les activités enzymatiques
sont définies comme étant le nombre de nmoles de CAA formées par minute par mg de
protéines totales contenues dans 1’extrait cellulaire (nmol/min/mg). Ces extraits cellulaires
sont obtenus a partir de cellules en phase exponentielle de croissance dont la croissance a été
effectuée dans un milieu complet YPD et en milieu minimum YNB. L’écart-type représente la
variation des valeurs autour de la moyenne calculée. Le ratio YNB/YPD est le rapport de la
moyenne des activités ATCase mesurées a en milieu minimum YNB et en milieu complet
YPD.

1.1.1.2. Les souches diploides
De la méme manicre que pour les révertants haploides, 1’activité ATCase de la souche
sauvage 2nU+ et des révertants diploides a été¢ déterminée. Elle est variable, quelque soit le

milieu de culture utilisé (Tableau 3.3). Dans un milieu minimum YNB, les révertants B199,
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B038 et B326 ont des activités ATCase largement supérieures a celle de la souche sauvage

2nU+ (respectivement 139, 67 et 37 par rapport a 2,67 nmol/min/mg).

La comparaison des activités ATCase des révertants montre globalement que cette
activité est supérieure pour les souches cultivées en milieu minimum (Tableau 3.3). Ce
résultat n’est pas surprenant dans la mesure ou I’ATCase est nécessaire pour les cellules
cultivées en milieu minimum. En milieu complet, ’uracile présent dans le milieu peut étre

utilisé par la voie de sauvetage pour étre converti en UMP (Figure 3.1).

Souche Géne chimére  YPD Et;il)ret_ YNB Et;il)ret_ Yl\ﬁgftﬁl{ol’D
2nU+ URA2 wt 4,37 1,04 2,67 4,62 0,61
B199 AHP1-ATCase 4,53 0,07 139 22,23 30,68
B038 YDJI-ATCase 8,06 2,61 67 22,55 8,31
B259 PMAI1-ATCase 2,23 0,92 4,67 3,51 2,09
B284 YEF3-ATCase 1,26 0,24 4,67 6,6 3,71
B066/1 HSC82-ATCase 13,3 1,08 8,33 8,02 0,63
B132 HSC82-ATCase 8,32 1,2 9,67 8,34 1,16
B326 ENO2-ATCase 5,04 1,73 37 9,9 7,34
B286 YJL133¢c-A-ATCase 3,7 1,41 13,5 3,95 3,65
Rev27 2n SNA3-ATCase nd nd 2,67 1,89 nd
Rev46 2n RPS224-ATCase 2,5 1,63 9,33 6,65 3,73
BR15/2 MCTI-ATCase 2,66 1,58 3,33 4,71 1,25
B283/1 NETI-ATCase 3,34 2,18 3,67 5,15 1,1
AWRS8 2n PBS2-ATCase nd nd 13 2,16 nd

Tableau 3.3 : Mesure des activités ATCase des souches diploides. Les activités enzymatiques
sont définies comme étant le nombre de nmoles de CAA formées par minute par mg de
protéines totales contenues dans 1’extrait cellulaire (nmol/min/mg). Ces extraits cellulaires
sont obtenus a partir de cellules en phase exponentielle de croissance dont la croissance a été
effectuée dans un milieu complet YPD et en milieu minimum YNB. L’écart-type représente la
variation des valeurs autour de la moyenne calculée. Le ratio YNB/YPD est le rapport de la
moyenne des activités ATCase mesurées a en milieu minimum YNB et en milieu complet
YPD.

La variabilit¢ observée au niveau de ces activités ATCase peut résulter d’une
modification de la conformation de I’enzyme. Elle peut également s’expliquer par une
localisation modifiée des protéines chiméres comparée a la localisation de la protéine Ura2p
dans une cellule de S. cerevisiae. Une autre hypothése pour expliquer ces différences

pourrait étre liée avec la quantité de protéines chiméres disponibles pour former le CAA.
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1.1.2. Expression des génes de fusion

Lors de notre analyse du transcriptome présentée dans le chapitre 2, la sonde
oligonucléotidique correspondant au géne URA2 présente sur la puce a ADN se situe au
niveau de la région codant ATCase. De ce fait, les valeurs obtenues pour déterminer la
quantité de transcrits du géne URA2 dans les révertants correspondent a celles des génes de

fusion.

Méme si les résultats de cette analyse globale ne permettent pas de quantifier de
manicre absolue la transcription des genes, ils permettent d’avoir une idée de I’expression des
génes chiméres par rapport au geéne URA2 des souches sauvages. Les valeurs
transcriptomiques inférieures a 0 indiquent des génes de fusion sous-exprimés par rapport a
URA? et celles supérieures a 0 représentent des génes surexprimés (Tableau 3.4). Ces données
ont ét¢ complétées et affinées par des réactions de qRT-PCR absolues en deux étapes, par la
quantification d’un intermédiaire ADNc obtenu a partir des transcrits. Ces réactions ont été
effectuées pour le géne URA2 des souches sauvages FL100 et 2nU+ et pour les genes
chimeres. Pour ces derniers, les oligonucléotides utilisés ont permis d’amplifier une région
recouvrant la jonction entre le géne receveur et la région codant I’ATCase. Le rapport de
I’expression des geénes de fusion par rapport au geéne sauvage permet de distinguer les geénes
surexprimés (valeurs > 1) de ceux sous-exprimés (valeurs < 1) (Tableau 3.4). Ces résultats de
qRT-PCR sont comparables aux résultats obtenus par 1’analyse globale de la transcription et
permettent une quantification précise des taux de transcrits. Par exemple, le géne de fusion
PBS2-ATCase a I’état diploide (AWRSS8 2n) a une valeur en transcriptome de -1,17 et le ratio
de qRT-PCR est égal a 0,125 (Tableau 3.4), ce qui démontre dans chacun des cas une sous-
expression de ce géne chimére par rapport au géne URA2 sauvage. En plus, le rapport de
qRT-PCR permet de démontrer que le géne URA2 est 8 fois plus exprimé que le géne chimere

PBS2-ATCase.

Les résultats obtenus par les réactions de qRT-PCR confirment ceux issus des analyses
transcriptomiques : la majorité des geénes de fusion sont surexprimés par rapport au gene
URA?2 sauvage. La corrélation des résultats pour les deux méthodes permet aussi de confirmer
les valeurs de transcriptomiques obtenues par 1’hybridation des ARN sur puces a ADN sur

lesquels nous nous sommes beaucoup appuyés dans le chapitre précédent.
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Valeur

Valeur

Géne chimére S.ouc.!les transcriptomique ql.(T-PCR SOllC.l‘l es transcriptomique du ql.(T-PCR
diploides du géne URA2 fusion/URA2 haploides géne URA2 fusion/URA2

AHPI-ATCase B199 1,69
YDJI-ATCase B038 1,71 B038 n 4,16
PMAI-ATCase B259 1,87 170 B259 n 43 1260
YEF3-ATCase B284 / B284 n 3,18
HSC82-ATCase B066/1 0 0,011 B066/1 n 2,07 22
HSC82-ATCase B132 0,37 0,06
ENO2-ATCase B326 2,24
YJL133c-A-ATCase B286 3,89 220 B286 n 5,42 1625
SNA3-ATCase Rev272n -0,524 Rev27 0,55
RPS224-ATCase Rev46 2n -1,24 Rev46 1,91
MCTI-ATCase BR15/2 -0,68
NETI-ATCase B283/1 /
PBS2-ATCase AWRS8 2n -1,17 0,125 AWRS58 2,21 0,09
TYA-ATCase Rev25 1,62

Tableau 3.4 : Mesure de I’expression des geénes de fusion. Les valeurs transcriptomiques
représentent les données obtenues par 1’analyse globale de la transcription (chapitre 2). Les
colonnes qRT-PCR fusion/URA2 correspondent aux ratios des valeurs obtenues par cette
méthode de PCR quantitative des geénes de fusion par rapport au géne URA2 sauvage. Les
genes surexprimés sont représentés en rouge, et ceux sous-exprimes en vert.

En appliquant le principe que les nombres de transcrits et de protéines sont corrélés
comme affirmé par Gygi et al., 1999 ; Ghaemmaghami et al., 2003, nous pouvons suggérer
que la quantit¢ de protéines chiméres est variable mais suffisante pour un retour a la

prototrophie.

1.1.3. Localisation des protéines chimeéres

La majorité¢ des protéines sont monofonctionnelles et leur fonction nécessite une
localisation cellulaire précise comme les facteurs de transcription au niveau nucléaire ou les
facteurs d’initiation de la traduction au niveau cytoplasmique. Par contre, la localisation de la
protéine codée par le géne URA2 est mal définie : des études ont montré que cette protéine
¢tait nucléaire, d’autres 1’ont montrée dans le cytoplasme, alors que les derniéres analyses la
décrivent comme étant cytosolique et associée aux membranes (Nagy et al., 1982 ; Benoist et
al., 2000). Les travaux de Vorisek et ses collegues (2002) indiquent que la protéine Ura2p
peut étre localisée au niveau de la membrane nucléaire. Une localisation périnucléaire peut
étre considérée comme logique car la protéine permet la synthése des nucléotides

pyrimidiques nécessaires a la synthése des acides nucléiques, effectuée dans le noyau : une
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proximité nucléaire permettrait un apport plus rapide de ces précurseurs nucléotidiques dans

le noyau.

Les génes chimeéres des révertants sont composés, outre une partie du géene URA2, de
genes receveurs dont les fonctions sont variées et dont les localisations cellulaires sont
différentes (Tableau 3.1). Leurs positions au sein de la cellule sont diverses : on retrouve des
protéines cytoplasmiques comme celles codées par les génes PBS2 ou RPS224, d’autres sont
nucléolaires comme celle codée par le géne NETI ou membranaires comme c’est le cas des
protéines codées par les génes PMA 1 ou SNA3. La localisation cellulaire de la partie ATCase
ou de la protéine codée par le geéne receveur de la fusion peut étre modifiée suite a la

formation de la protéine chimere.

1.2. Le géne receveur
La réactivation de I’ATCase est la condition sine qua none a un retour a la
prototrophie. De ce fait, les protéines chiméres possédent une région ATCase active, mais le
maintien de la fonctionnalité des geénes receveurs n’est pas connu. Ces geénes codent des
protéines de fonctions variées, essentielles ou non pour la cellule. Différents cas de figures
peuvent étre considérés en fonction de la taille des protéines codées par ces genes (Tableau

3.1 ; Figure 3.3) :

* La totalité ou presque de la séquence codante du gene receveur est délétée lors de
la fusion. Nous retrouvons d’une part les génes de fusion YDJI-ATCase et NETI-
ATCase ou la région codant I’ATCase est fusionnée avec les séquences
promotrices de ces geénes (0% de la séquence codante est présente dans le géne de
fusion). D’autre part, il y a également les genes chiméres possédant moins de 20%
de la séquence codante du géne accepteur comme par exemple le géne de fusion

MTCI-ATCase.

* La séquence de la protéine codée par le géne receveur est partielle et s’étend de 20
a 40% de la protéine totale. C’est le cas des geénes de fusion SNA3-ATCase,
RPS22A4-ATCase, YEF3-ATCase et YJL133c-A-ATCase.

e La séquence varie de 40 a 60%. On retrouve ce cas de figure au niveau des genes

chiméres AHP1-ATCase, PMAI-ATCase et PBS2-ATCase.
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* Plus de 60% de la séquence codante des geénes receveurs reste dans la fusion. Pour
les révertants B066/1, B066/1 n et B132, 69% de la séquence codante du géne
HSCS2 est fusionnée a I’ATCase et 99% du géne ENO?2 dans la souche B326.

Plus la taille de la protéine acceptrice est importante au niveau de la molécule chimére,
plus la fonctionnalit¢ peut étre supposée conservée. Cependant, seule une analyse
fonctionnelle de la protéine chimere et la mise en évidence de la conservation de fonction est

nécessaire pour valider ou réfuter cette hypothése.

1.2.1. Analyse fonctionnelle des génes receveurs

Les genes receveurs de la fusion codent des protéines essentielles ou non pour la
prolifération cellulaire. Des mutations dans sept des génes non essentiels engendrent des
phénotypes qui peuvent étre utilisés pour déterminer la conservation de la fonctionnalité des
genes receveurs de la fusion (Tableau 3.5). Par exemple, le géne PBS2 muté confére une
sensibilit¢ accrue vis-a-vis de la polymymixine B, un antibiotique perméabilisant la

membrane plasmique (Boguslawski et Polazzi, 1987).

Pour réaliser ces tests de fonctionnalité, seul le géne de fusion doit étre présent dans la
cellule car une copie sauvage du geéne récepteur permet le maintien de la fonction. Le
révertant AWRSS8 isolé en contexte haploide posséde un remaniement de type délétion ou le
geéne PBS?2 est fusionné a la région codant I’ATCase. Ce révertant haploide peut étre analysé
directement car le géne PBS2 impliqué dans la fusion avec la région codant I’ATCase est
présent uniquement sous forme d’un gene de fusion. Par contre, dans les cas de duplications
en contexte haploide, une copie intacte des génes receveurs de la fusion est toujours présente
(Figure 3.4). In vivo, le maintien de la fonction du géne receveur est assuré dans ces révertants
par la copie intacte du gene. De ce fait, la partie fusionnée ne participe pas obligatoirement a

la fonction.
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Protéines codées par les génes receveurs de la fusion
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Figure 3.3 : Représentation schématique des protéines de fusion.

Les nombres correspondent aux coordonnées des protéines en acides aminés.
Bleu : domaine actif GATase-CPSase

Vert : domaine cryptique DHOase-like

Rouge : domaine actif ATCase

Noir : site de fixation de I’'UTP pour la rétroinhibition de la protéine Ura2p
Orange : protéines codées par les génes receveurs de la fusion

Jaune : domaines fonctionnels des protéines acceptrices

NLS : domaine de localisation nucléaire bipartite
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Il est cependant intéressant de tester la fonctionnalité de la partie restante du gene
receveur dans la fusion. En effet, I’événement de fusion peut étre considéré comme une
création d’un nouveau géne a deux domaines dont I'un est obligatoirement fonctionnel
(ATCase) alors que rien n’est certain pour 1’autre. Dans cette optique, nous avons donc
entrepris de tester cette éventuelle fonctionnalité. Pour ce faire, I’inactivation de la copie
intacte du geéne receveur est nécessaire. Deux approches différentes peuvent étre utilisées pour
ces inactivations de genes, l'une reposant sur un remplacement chromosomique par

croisement, 1’autre par un remplacement du geéne sauvage par un alléle mutant construit in

Vitro.
Souche Diploide Souche Haploide
Sporulatlon 5
/ura
AHP? wi AHP1 Case AHP1 AHP1 Case
Chr XII Chr X  Chr chimére Chr XII Chr X Chr chimeére

Délétion du
gene receveur
Souche Haploide

a2 Tests phénotypiques pour les
génes non essentiels
A AHP1 AHP1-88 Case

Chr XII Chr X  Chr chimére

Figure 3.4 : Représentation schématique de la stratégie pour réaliser les tests phénotypiques
associés aux genes receveurs de la fusion. Dans cet exemple, le géne receveur est AHPI. Le
gene ura? représente ’alléle muté uar2;s.3p.72. AAHPI représente 1’inactivation de ce géne.

1.2.1.1. Remplacement chromosomique par croisement
Pour obtenir des souches portant un alléle non fonctionnel du géne impliqué dans le
gene de fusion, nous avons utilisé la collection de souches EUROSCAREF. Cette derniére est
composée d’un ensemble de plus de 20.000 souches de S. cerevisiae S288c qui portent
chacune une délétion pour un géne donné. Ces délétions ont été réalisées en remplagant le

gene sauvage par un géne muté interrompu par la cassette KanMX conférant une résistance
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vis-a-vis de la généticine a ces cellules (Brachmann et al., 1998). Cette collection est
composée de souches haploides pour les geénes non-essentiels et de souches diploides
hétérozygotes pour les genes essentiels. Dans le but d’isoler des souches haploides avec le
réarrangement chromosomique associé et la copie intacte du géne receveur inactivée, nous
avons croisé le révertant avec une souche EUROSCARF. Aprés méiose du diploide obtenu,
nous avons analysé les spores et conservé celles ayant un phénotype Ura" KanR. En effet, de
tels clones conservent le géne de fusion ainsi que le réarrangement chromosomique associé et

possedent également la copie du géne receveur avec la cassette KanMX intégrée (Figure 3.5).

Souche Euroscarf Souche FL100
leu2 lys2- +
He _ ura3
his3 ura3 Q Q ura2t
YDJT1::KanMX

Croisement et sporulation

Souche FL100

Croisement et sporulation

ura3t ura3t
YDJ1::KanMX ura2
C (plusieurs cycles sont possibles pour
rendre la souche isogénique a FL100)
ura3turaz” Révertant BO38 n
YDJ1::KanMX uraZ"ura3"

Croisement et sporulation

Révertant BO38 n
ura2 YDJ1::KanMX

Tests phénotypiques pour
les génes non essentiels

Figure 3.5 : Représentation schématique du remplacement du chromosome porteur de la copie
intacte du geéne receveur de la fusion par croisement avec une souche EUROSCARF. Dans cet
exemple, nous avons représenté le remplacement du chromosome XIV chez le révertant BO38

n. Les génotypes de chaque souche sont indiqués a chaque étape de ce remplacement
chromosomique.
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Cette technique ne peut étre utilisée que pour les révertants ayant un chromosome
surnuméraire. En effet, les réarrangements intrachromosomiques comme les duplications
segmentales ne pourront pas étre utilisées avec cette méthode : le chromosome X comportant
le géne de fusion possede également 1’allele intact du gene receveur et un remplacement de ce

chromosome par celui ayant la cassette KanMX engendrerait une perte du géne chimeére.

1.2.1.2. Remplacement du géne sauvage par un alléle mutant construit in vitro

La seconde méthode que nous avons envisagée menant a la délétion d’une copie
intacte du geéne receveur est aussi basée sur [’utilisation de la collection de souches
EUROSCARF (Brachman et al., 1998). Cette approche peut étre utilisée pour tous les
révertants, aussi bien ceux porteurs de remaniements interchromosomiques comme les
aneuploidies, que ceux ayant des remaniements intrachromosomiques comme les duplications
segmentales. Pour un géne donné, 1’all¢le interrompu par la cassette KanMX présent dans la
souche correspondante de la collection EUROSCAREF est amplifiée par PCR en utilisant des
amorces situées a 100 pb en amont et en aval de celle-ci. Les fragments d’ADN obtenus sont
alors utilisés pour remplacer la copie intacte du géne receveur dans le révertant par I’alléle
contenant la cassette KanMX suite a une intégration par double recombinaison homologue
(Figure 3.6). Néanmoins, apres plusieurs tentatives et 1’utilisation de deux méthodes de
transformation différente (électroporation et transformation chimique par 1’acétate de
lithium), aucun transformant n’a pu étre obtenu. De ce fait, nous n’avons pas isolé de souches
possédant les copies intactes des génes receveurs interrompus par la cassette KanMX pour

tester la fonctionnalité des génes accepteurs de la fusion.

Malgré 1’absence de transformants issus de [’interruption de geénes par double
recombinaison homologue, deux génes de fusion ont été analysés : 1’un obtenu suite a un

remplacement chromosomique et I’autre par analyse directe de phénotypes associés.

1.2.1.3. Le gene de fusion YDJI-ATCase
Ce gene chimere est présent dans le révertant diploide B0O38 et haploide B038 n. La
jonction entre YDJI et la région codant I’ATCase est réalisée au niveau du promoteur du géne
receveur. De ce fait, la fonction de YDJI est perdue dans le géne de fusion. Nous avons
néanmoins vérifié cette perte de fonction par un remplacement chromosomique par

croisement ce qui a surtout permis de valider cette approche. La protéine Ydjlp est une
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protéine chaperone impliquée dans la régulation des fonctions des autres protéines chaperones
Hsp70p et Hsp90. Une souche ayant cette protéine mutée est thermosensible (Tableau 3.5)
(Caplan et al., 1992). Pour effectuer ce remplacement chromosomique, une souche
EUROSCAREF, de génotype leu2” lys2” his3” ura3” YDJI::KanMX, est croisée a deux reprises
avec des souches isogéniques a FL100 de génotype approprié pour isoler une souche de
génotype ura2 ura3’ YDJI:KanMX (Figure 3.5). Cette derniére est alors croisée avec le
révertant BO38 n. Aprés méiose, les spores Ura’ résistantes & la généticine (génotype ura2+
YDJI::KanMX conservant le géne de fusion) sont isolées et utilisées pour déterminer le
phénotype de cette souche pour le géne YDJI (Figure 3.5). Cette souche haploide n’est pas
viable a 37°C ce qui confirme bien la non fonctionnalité de YDJI au sein du geéne de fusion.
Cette analyse a surtout permis de valider 1’approche de remplacement chromosomique.

Cette approche a été tentée sur deux autres révertants. Elle n’a pas abouti du fait d’une
absence de sporulation des diploides résultant du croisement de la souche EUROSCAREF avec

les révertants correspondants.

Souche EUROSCARF Souche isogénique a FL100

KanMX SNA3

\ SNA3 /

SNA3TATCAsE

PCR du fragment d’intérét avec des
régions homologues de 100 pb

Transformation de la souche isogénique a FL100 pour
interrompre le géne receveur intact

KanMX

SNA3TATCAsE|

Figure 3.6: Représentation schématique de I’inactivation du géne SNA3 par double
recombinaison homologue.
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1.2.1.4.Le géne de fusion PBS2-ATCase
Le géne chimére PBS2-ATCase a été isolé en contexte haploide (révertant AWRSS) et
résulte d’un événement de délétion ou la région codant I’ ATCase est fusionnée au géne PBS2.
La protéine Pbs2p est une MAP kinase kinase qui intervient dans des voies de signalisation
cellulaire suite a un choc osmotique en phosphorylant la protéine Hoglp (Schiiller et al.,
1994). Cette derniere active de nombreux facteurs de transcription comme les protéines
Mns2p et Mnsdp qui sont impliquées dans la réponse cellulaire suite a un stress (Gasch,

2007).

Le geéne PBS2 muté entraine une baisse de résistance a un choc osmotique et une
sensibilité accrue vis-a-vis de la polymyxine B (Tableau 3.5) (Boguslawski et Polazzi, 1987).
La résistance au choc osmotique a été testée sur des milieux complets supplémentés de
concentrations croissantes de NaCl variant de 0 a 0,5 M. De maniére similaire, la sensibilité a
la polymyxine B a été testée en supplémentant des milieux complets avec des concentrations
variables allant de 0 a 288 mM de cet antibiotique. Pour ces deux phénotypes, nous avons
utilisé quatre dilutions différentes d’une suspension de cellules. Les résultats montrent que le
révertant AWRSS8 est plus sensible a un choc osmotique et a la polymyxine B que la souche
de référence FL100 (Tableau 3.6). Ces sensibilités prouvent que la partie de la protéine Pbs2p

de la protéine chimere Pbs2p-ATCase n’est plus fonctionnelle.

La protéine Pbs2p possede un domaine kinase entre les acides aminés 360 et 623 qui
permet son activité de phosphorylation (Figure 3.3). Lors de la fusion avec la région ATCase
de la protéine Ura2p, seuls les 357 premiers résidus de Pbs2p sont conservés. Le domaine

kinase est donc perdu, ce qui explique sa perte de fonctionnalité au sein de la protéine

chimere.
Souches Polymyxine B (mM)
0 7,2 36 72 144 288
FL100 +4+++ +4+++ +4+++ 4+ -
AWRS8 ++++ +++- - -
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Souches NaCl (M)
0 0,05 0,01 0,25 0,5
FL100 44+ 44+ 44+ -+ -+
AWRSS +++ ++++ +4+++ -

Tableau 3.6 : Analyse fonctionnelle du geéne chimére PBS2-ATCase du révertant AWRSS.
Ces tests ont été réalisés avec quatre dilutions différentes d’une suspension de cellules.

++++ : croissance des 4 dilutions

+++- : croissance de 3 dilutions

++-- : croissance de 2 dilutions

---- : croissance d’aucune dilution

Lors de cette étude, nous n’avons pas pu inactiver la copie active du géne receveur par
intégration de la cassette KanMX. De plus, nous n’avons pu effectuer de remplacement
chromosomique que pour une souche du fait de la faible sporulation des révertants croisés
avec une souche EUROSCAREF. De ce fait, nous avons testé la fonctionnalité uniquement de
deux genes receveurs de la fusion. Ainsi, il nous reste cing génes receveurs non-essentiels a
analyser dont deux plus particulierement du fait de la longueur de séquence conservée dans le

gene de fusion.

2. Caractérisation de la rétroinhibition des protéines chimeéres

Les activités CPSase et ATCase sont rétroinhibées par la fixation de I’'UTP sur deux
sites distincts de la protéine Ura2p (Jaquet et al., 1995). Le premier est localisé a la fin du
domaine CPSase alors que le second est dans la partie ATCase (Figure 3.3). Les travaux
d’Antonelli et al. (1998) montrent que le site localis¢ dans la région CPSase est
majoritairement responsable de la baisse de 1’activit¢ ATCase lors de la rétroinhibition. La
taille de la partie du géne URA2 impliquée dans la fusion est variable dans les différents
révertants. Ainsi, on retrouve au niveau de la partie C-terminale de la protéine de fusion entre
17 % et 55 % de la protéine Ura2p. De ce fait, des révertants n’ont pas le site de

rétroinhibition de la région CPSase (révertants B199 et B326), d’autres 1’ont en partie
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seulement (B284 et AWRSS8) et d’autres enfin le possédent entieérement comme les révertants

B038 et Rev46 par exemple (Figure 3.3).

La rétroinhibition peut étre testée en utilisant le 5-fluoro-uracile (5-FU), un analogue
toxique de I’uracile. Ce composé¢ entre dans la cellule par la perméase a 1’uracile et peut étre
métabolisé en 5-FUMP, 5-FUDP puis 5-FUTP et 5-FCTP (Figure 3.1). Ces nucléotides
pyrimidiques fluorés sont toxiques pour la cellule. Si la protéine Ura2p est rétroinhibée par
I’UTP, la voie de biosynthese sera ralentie et les taux d’UMP et de nucléotides pyrimidiques
formés seront moindres. De ce fait, le 5-FU qui sera notamment métabolis¢é en 5-FUTP
conduira a une toxicité pour la cellule. Par contre, une souche possédant une protéine Ura2p
ayant perdu la rétroinhibition par ’'UTP est plus résistante vis-a-vis du 5-FU. En effet, les
intermédiaires métaboliques comme I’UMP seront continuellement synthétisés et entreront en
compétition avec les composés fluorés ce qui diluera I’effet du 5-FU et de ses dérivés. Un
mutant de rétroinhibition a donc un phénotype de résistance vis-a-vis de cet analogue toxique

(Jund et Lacroute, 1970).

2.1. Résultats
Les souches sauvages FL100 et 2nU+ sont sensibles au 5-FU car la protéine Ura2p
sauvage est rétroninhibée : elles ne se développent qu’a des faibles concentrations de 5-FU de
’ordre de 10° M (Jund et Lacroute, 1970). Par contre, un mutant de rétroinhibition est
résistant 4 des concentrations pouvant aller jusqu’a 10 M (Jund et Lacroute, 1970, Jaquet et
al., 1993). La résistance au 5-FU des souches révertantes a ét¢ testée en milieux minima
additionnés de concentrations croissantes de ce composé (Tableau 3.7). Les résultats montrent

pour les souches de la collection des variabilités de résistance au 5-FU allant de 10 M a

5.10° M (Tableau 3.7).

Ces variations de résistances peuvent s’expliquer par une perte de rétroinhibition mais
aussi par un import moindre de 5-FU dans ces cellules. Une autre hypothéese, qui reposerait
sur une résistance causée par une baisse de 1’activité ATCase de la protéine chimere et de la
formation de moins d’UTP pour sa rétroinhibition, peut étre écartée. En effet, I’activité
ATCase est similaire pour la majorité des révertants par rapport aux cellules sauvages, ce qui

permet d’exclure cette hypothése.
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2.2. Caractérisation de I’absence de rétroinhibition

Comme nous venons de le voir ci-dessus, deux sites de fixation de I’UTP ont été mis
en évidence au niveau de la protéine Ura2p, celui présent au niveau de la partie CPSase
permettant d’assurer seul 1’essentiel de la rétroinhibition de 1’activit¢é ATCase (Jaquet et al.,
1995 ; Antonelli et al., 1998). Les révertants dans lesquels ce site de rétroinhibition n’est plus
présent au niveau de leur protéine chimére ont une résistance au 5-FU jusqu’a des
concentrations de 10> M, confirmant I’absence de rétroinhibition de ces protéines par I"'UTP.
Pour les souches ne possédant qu’une partie du site de rétroinhibition de la région CPSase
comme les révertants Rev27 et AWRSS, les résistances sont variables allant de 102 M a 10
M. Chez les révertants dans lesquels les protéines chimeres possédent les deux sites de
fixation de I’'UTP (les souches B038, B038 n, Rev46 et Rev46 2n), cette résistance est plus
faible et va de 10 M a 5.10° M, sauf pour la souche Rev46 qui résiste a 10 M de 5-FU. La
sensibilité¢ a une concentration a 5.10° M est comparable a celle des souches sauvages
montrant que la rétroinhibition est vraisemblablement maintenue dans la protéine de fusion.
Une résistance a 10 M suggére une rétroinhibition de la protéine chimére mais qui serait

moins efficace que celle de la protéine native.

Les travaux menés par Jund et Lacroute (1970) ont montré que des souches possédant
des mutations dans les génes FUR4 et FURI étaient résistantes au 5-FU a des concentrations
allant de 10 M a 10 M. Les protéines codées par ces deux génes interviennent dans la voie
de sauvetage de I’uracile : le géne FUR4 code la perméase a I’uracile alors que FURI code
I’UPRTase catalysant la formation d’UMP a partir d’uracile exogéne (Figure 3.1). Les
résultats de transcriptomique présentés dans le chapitre précédent montre que 1’expression du
gene FUR4 est diminuée dans la majorité des révertants par rapport aux souches sauvages. La
transcription de FURI est quant a elle inchangée dans ces souches. Il n’est donc pas exclu que
la résistance au 5-FU des révertants B038 et B038 n a 10™* M soit due a une baisse de I’import

de cet analogue toxique dans la cellule (Tableau 3.8).

Le cas particulier de la résistance au 5-FU a une concentration de 10” M du géne de
fusion RPS22A4-ATCase a 1’état diploide, malgré la présence des deux sites de rétroinhibition,
pourrait étre liée a une éventuelle non accessibilité de ces sites de fixation de ’'UTP dans la

protéine de fusion.
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Site Souches Résistance Souches Résistance
Géne chimeére CPSase diploides au 5-FU haploides au 5-FU
M) M)
URA2 wt Entier 2nU+ 1.10° FL100 1.10°
AHPI-ATCase Absent B199
YDJI1-ATCase Entier B038 B038 n
PMAI-ATCase Absent B259 B259n
YEF3-ATCase Partiel B284 B284 n
HSC82-ATCase Absent B066/1 B066/1 n
HSC82-ATCase Absent B132
ENO2-ATCase Absent B326
Y&%a ‘;A' Absent B286 B286 n -
SNA3-ATCase Partiel Rev27 2n 1.10° Rev27 1.10°
RPS224-ATCase Entier Rev46 2n 5.10° Rev46 _
MCTI-ATCase Partiel BR15/2 -
NETI-ATCase Absent B283/1
PBS2-ATCase Partiel ~ AWRS582n _ 5.10™ AWRSS 0%
TYA-ATCase Entier Rev25 1.10°

Tableau 3.7 : Analyse de la résistance au 5-FU de la collection de révertants. Les
concentrations de 5-FU sont exprimées en molaire. Le dégradé de couleur correspond aux
concentrations de résistance au 5-FU variables des souches : le rouge montre une souche
résistante 2 10> M alors que le jaune montre une souche résistante a 10 M.

Souches FUR4 FURI Souches FUR4 FURI
B199 -1,068 0

B038 -1,98 0 B038 n -1,34 0
B259 0 0 B259n -1,96 0,52
B066/1 -0,123 0 B284 n -2 1,055
B286 -1,467 0 B286 n -1,935 0
Rev46 2n -1,17 1,32 Rev27 -1,67 0
AWRS58 2n 0 0 AWRSS -1,06 0
BR15/2 -0,53 0 Rev25 -2,695 0,715

Tableau 3.8 : Analyse de la transcription des génes FURI et FUR4 dans les révertants. Les
valeurs indiquées proviennent de 1’analyse globale de la transcription. Les données négatives
représentent une transcription diminuée, alors que les valeurs positives représentent une
transcription augmentée par rapport a la souche sauvage.
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Conclusion

Le systéme de sélection basé sur 1’allele mutant du géne URA2 a permis d’obtenir des
souches avec différents réarrangements chromosomiques contenant un gene chimere dans
lequel la région codant I’ATCase est fusionnée a un autre géne. Cette fusion peut se faire au
niveau du promoteur ou en phase avec la séquence codante d’un géne qui peut étre essentiel
ou non pour la croissance. Les génes receveurs codent des protéines de fonctions variées.
Tous les génes chiméres obtenus suite au crible puis analysés dans notre étude ont un point
commun : ils sont fusionnés avec une région de taille variable du géne URA2 codant au

minimum pour la partie ATCase.

L’activité enzymatique de 1’ATCase, mesurée dans les souches qui portent ce géne
chimére, est variable en fonction des différents génes de fusion et des conditions de culture
utilisées. Les valeurs d’activités sont augmentées lorsque les souches sont cultivées sur un
milieu minimum en absence d’uracile. Les différences d’activités observées peuvent étre liées
a différents facteurs comme le nombre de protéines chimeéres présentes, I’accessibilité du site
catalytique suite a un changement conformationnel de la protéine chimeére par rapport a la

protéine sauvage ou encore par une localisation cellulaire modifiée.

L’analyse globale de la transcription montre que ces geénes de fusion sont
principalement surexprimés par rapport au géne URA2 présent dans une cellule sauvage. Cette
augmentation de la transcription est probablement nécessaire a la réactivation de I’ATCase
car une modification de la structure de la protéine chimére ou de sa localisation peut entrainer
une baisse de I’activité de I’enzyme. En effet, comme nous I’avons mentionné précédemment,
I’ATCase est une enzyme allostérique qui contient six sous-unités catalytiques et six sous-
unités régulatrices. Le repliement ou la cohésion de ces sous-unités au sein de la protéine
chimére peuvent étre altérés du fait de la présence d’autres domaines peptidiques dans la
partie N-terminale de la protéine chimére. De la méme maniére, une mauvaise localisation de
I’ATCase dans la cellule peut également perturber son activité car I’enzyme peut étre moins
accessible aux différents substrats de la catalyse enzymatique. Chez S. cerevisiae, les études
de localisation placent I’ATCase dans le cytoplasme et dans les membranes, notamment
périnucléaires (Vorisek et al., 2002). Des geénes récepteurs de la fusion codent des protéines

possédant des localisations cellulaires spécifiques comme nucléaire ou membranaire. Par
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exemple, la protéine Hsc82p possede un domaine protéique NLS (Nuclear Localisation Site)
qui place cette protéine dans le noyau de la cellule. En fonction de la localisation de la
protéine acceptrice et du maintien de domaines protéiques, I’ATCase peut ainsi changer de
localisation. Par exemple, les génes de fusion PMAI-ATCase et SNA3-ATCase (révertants
B259 et Rev27) codent des protéines qui possédent de nombreux domaines
transmembranaires, ce qui peut placer I’ATCase au niveau des membranes vacuolaires ou

mitochondriales.

La partie C-terminale des protéines chimeéres est composée du domaine ATCase actif,
ce qui est essentiel au retour a la prototrophie. Par contre, la partie N-terminale correspond a
la protéine acceptrice et le maintien de sa fonctionnalité n’est pas obligatoire, la fonction du
géne receveur étant assuré par la copie intacte. Il est cependant intéressant de tester la
fonctionnalité de la partie restante du gene receveur dans la fusion. En effet, ’événement de
fusion peut étre considéré comme une création d’un nouveau gene a deux domaines dont I’un
est obligatoirement fonctionnel (ATCase) alors que rien n’est certain pour ’autre. L’analyse
de la fonctionnalité de ces protéines a été testée pour deux genes de fusion : YDJI-ATCase
(souches B038 et B038 n) et PBS2-ATCase (révertants AWRS8 et AWRS8 2n). Dans le
premier exemple ou la partie ATCase est fusionnée au niveau du promoteur du gene YDJI, la
perte de fonction est évidente et a été vérifiée dans une souche transformée par un
remplacement chromosomique par croisement. Cette analyse a surtout permis de valider la
technique de remplacement de chromosome. Dans le second exemple ou la région codant
I’ ATCase est fusionnée en phase avec la séquence codante du géne PBS2, la sensibilité accrue
a la polymyxine B et a la pression osmotique démontre que la fonction kinase de la protéine
Pbs2p est perdue. Cette perte s’explique aisément par I’absence du domaine kinase au niveau

de la protéine chimére correspondante.

Comme nous I’avons déja mentionnée, la taille de la partie C-terminale de la protéine
chimére est variable. En fonction de cette taille et du maintien de domaines protéiques, nous
avons défini un révertant pour lequel I’activité du géne receveur est supposée conservée et
trois qui devraient étre testés. Le révertant B326 posséde le géne de fusion ENO2-ATCase ou
99% de ENO2 est encore présent. Il est vraisemblable que la fonction phosphopyruvate
hydratase de la protéine Eno2p soit maintenue. I1 faudra cependant le tester. Le géne chimére
HSC82-ATCase posseéde 69% du gene receveur. Les domaines peptidiques importants de la

protéine correspondante sont encore présents. Au niveau du géne de fusion PMAI-ATCase,
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les motifs protéiques de la protéine native Pmalp sont conservés mais des domaines
transmembranaires sont délétés ce qui peut modifier la conformation de la protéine. De la
méme maniere, pour le géne de fusion SNA3-ATCase, les motifs protéiques de la protéine
Sna3p sont conservés au niveau de la protéine chimére mais des domaines transmembranaires
sont délétés. Il serait donc intéressant de tester le maintien ou la perte fonctionnalité dans les

trois révertants porteurs de ces génes de fusion.

Au niveau de I’activité enzymatique de I’ATCase, un équilibre entre 1’expression des
genes de fusion, la conformation de la protéine chimere et leur localisation semble donc étre a
la base de la restauration de cette activité et de sa variabilité. Au stade de notre travail,
aucunes réponses expérimentales définitives ne sont pour 1’instant apportées pour caractériser

I’emplacement cellulaire de la protéine de fusion et la conformation des protéines chimeres.

La conformation de la protéine Ura2p sauvage permet de fixer I’'UTP au niveau de deux sites
de rétroinhibition distincts : un dans I’ATCase et I’autre au niveau de la fin du domaine
CPSase qui permet la rétroinhibition de I’ATCase (Jaquet et al., 1995 ; Antonelli et al., 1998).
Le site ATCase est présent au niveau de toutes les protéines chimeres mais celui de la CPSase
peut étre présent totalement, partiellement ou absent. La rétroinhibition est testée en utilisant
le 5-FU, un analogue toxique de I'uracile. Une cellule ayant la protéine Ura2p sauvage est
sensible jusqu’a une concentration de 10°® M de ce composé alors quun mutant de
rétroinhibition I’est & 10 M (Jund et Lacroute, 1970 ; Jaquet et al., 1993). Les résultats que
nous avons obtenus montrent une variabilité de résistance au 5-FU des révertants allant de 10
M 4 10° M. Les protéines chiméres possédant seulement le site de fixation de 'UTP dans la
région codant I’ATCase sont résistantes & 10> M ce qui montre une absence de
rétroinhibition. Dans les protéines de fusion possédant les deux sites de fixation de I’UTP,
cette résistance est accrue et peut aller jusqu’a 10° M montrant que la rétroinhibition est
présente au niveau de ces protéines chiméres. Par contre, d’autres protéines de fusion
possédant ces deux sites de fixation de 'UTP sont résistantes a2 10 M de 5-FU. Cette
augmentation de résistance peut provenir d’une baisse de I’import de 5-FU dans la cellule.
L’analyse globale de la transcription que nous avons exposée dans le chapitre 2 montre une
diminution de I’expression du géne FUR4 codant la perméase a 1’uracile, ce qui est consistant

avec I’hypothése d’une baisse de I’import de 5-FU.
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Conclusions et perspectives

Dans cette premiére partie de notre travail, nous nous sommes attachés a comprendre
les impacts que peuvent engendrer des remaniements chromosomiques et la présence genes de
fusion sur la physiologie de la cellule. Nous présenterons ici en guise de conclusion un
résumé des principaux résultats et proposerons des approches complémentaires qui
permettraient de compléter les travaux que nous venons de présenter dans les trois premiers

chapitres.

Les réarrangements chromosomiques apparaissent naturellement dans des génomes
comme celui de S. cerevisiae avec une fréquence d’apparition de I’ordre d’un événement
toutes les 10'% a 10" cellules générées. Afin d’isoler des souches de S. cerevisiae possédant de
tels remaniements, différents cribles de sélection ont ét¢ mis au point dont notamment celui
utilisé au sein de notre laboratoire. Ce dernier repose sur 1’utilisation d’un alléle mutant du
géne URA2 contenant deux mutations non-sens et une délétion d’un nucléotide engendrant un
décalage du cadre de lecture lors de la traduction. La présence des trois mutations dans 1’all¢le
ura2;s.3p.7> engendre la formation d’une protéine Ura2p tronquée et non active, induisant une
auxotrophie vis-a-vis de l’uracile. Cette auxotrophie résulte de 1’absence de I’activité
enzymatique ATCase car les deux autres activités GATase et CPSase portées par la protéine
sauvage sont complémentées par les protéines Cpalp et Cpa2p intervenant dans la voie de
biosynthése de 1’arginine. Un retour a la prototrophie est possible grace a la restauration de
I’activité ATCase. Cette propriété a permis de sélectionner de nombreux révertants possédant
différents types de réarrangements chromosomiques ou la partie ATCase est fusionnée a un
autre gene, soit en phase avec la séquence codante, soit au niveau de son promoteur. Les types
de remaniements varient en fonction de la ploidie de la souche. A I’état haploide, des
insertions de rétrotransposons Tyl sont retrouvées de méme que des délétions ou des
duplications géniques et segmentales. Par contre, dans un contexte diploide, seules des
délétions ou des duplications segmentales ont été obtenues, ces derniéres pouvant entrainer
des événements plus complexes comme la formation de chromosomes chimeéres

surnuméraires (aneuploidie) ou des translocations non réciproques.



Conclusions et perspectives

Lors de ce travail, une collection de révertants haploides et diploides ayant différents
types de remaniements chromosomiques et des génes de fusion de structures variables a été
utilisée. Cette collection nous a permis d’analyser puis de comprendre les modifications
moléculaires et cellulaires engendrées par les différents réarrangements chromosomiques

ainsi que I’implication des protéines de fusion dans la survie cellulaire.

La comparaison morphologique des colonies montre des variations entre les révertants
et les souches sauvages en fonction de la ploidie et de la source de carbone présente dans le
milieu. Ces résultats indiquent également qu’il n’y a pas une morphologie particuliére qui
correspond a un type de réarrangement. Sur le plan microscopique, les cellules ayant des
remaniements chromosomiques ont généralement des formes plus allongées, peuvent
s’agréger entre elles et ont un volume cellulaire plus important suggérant que le cycle
cellulaire est modifié¢ suite a la présence d’un remaniement. L’analyse de la croissance
confirme cette hypothése pour les révertants diploides qui ont un temps de génération
majoritairement plus long que les cellules sauvages. Par contre, cette différence est moins
marquée en contexte haploide. Pour déterminer si les divers réarrangements chromosomiques
influencent de la méme maniére le cycle cellulaire de S. cerevisiae, des analyses de
cytométrie de flux sont envisagées. Cette technique permettra d’affiner nos résultats et de
préciser dans quelle phase du cycle cellulaire, les révertants sont bloquées. Ils permettront

¢galement de tester 1’influence de la ploidie sur cet arrét.

L’analyse globale de la transcription de nos révertants par rapport aux souches
sauvages renforce I’idée que la ploidie influence la réponse cellulaire. Par exemple, les génes
intervenant dans la biogene¢se du ribosome et la machinerie traductionnelle ont une
transcription diminuée dans les révertants diploides et augmentée dans les souches haploides.
De maniére identique, la transcription des geénes impliqués dans ’activité du protéasome est
augmentée chez les révertants haploides. Ces résultats indiquent que 1’équilibre protéique
nécessaire a la prolifération cellulaire est maintenu en baissant la traduction chez les souches
diploides. A 1’état haploide, cet équilibre est maintenu en dégradant I’excés de protéines
synthétisées. Des analyses complémentaires sont envisagées afin de confirmer ces hypotheses
comme par exemple I’utilisation de la bélactosine A, une drogue inhibant 1’activité
protéolytique (Asai et al., 2004). Une baisse de la viabilité ou de la croissance cellulaire des

révertants haploides uniquement permettrait de montrer que la protéolyse est essentielle au
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maintien de la balance protéique chez les souches haploides. De plus, une étude protéomique
permettrait de mettre en évidence les corrélations que nous avons parfois supposées entre les
geénes dont la transcription est modifiée et leur traduction. Cette approche permettrait surtout
une analyse différentielle des protéomes des révertant a partir de gels de protéines en deux
dimensions. Une autre méthode envisageable est 1’utilisation de la spectrométrie de masse
quantitative a haute résolution. Une telle technique est déja utilisée pour déterminer les
variations des taux de protéines et leur corrélation avec les génes dont le nombre de copies est
variable (CNV) au sein de cellules cancéreuses (Geiger et al., 2010). Chez des souches de S.
cerevisiae aneuploides, il a été récemment rapporté¢ par des études d’analyse globale de la
transcription couplées a de la spectrométrie de masse quantitative que le nombre de geénes
CNV, leur expression et leur taux de protéines étaient parfaitement corrélés (Li et al., 2010,

communication en congres).

Méme si la taille de la partie ATCase fusionnée est variable entre les génes chimeres,
cette région est active, car c’est la condition sine qua none pour un retour a la prototrophie.
Néanmoins, cette activité enzymatique est variable en fonction du milieu et est plus élevée
quand il n’y a pas d’uracile extracellulaire. Cette variation peut étre due a différents
paramétres liés a ’expression des genes codant ces protéines chimeres, la localisation
cellulaire ou encore la conformation de ces protéines. Les données issues de I’analyse
transcriptomique montrent une expression variable des génes de fusion dans les révertants par
rapport au gene URA2 dans une souche sauvage. Les taux d’ARNm et de protéines étant
supposés corrélés chez S. cerevisiae (Ghaemmaghami et al., 2003 ; Gygi et al., 1999), ces
résultats suggerent que la quantité de protéines chimeres est également variable. Dans certains
cas comme celui du révertant B286, 1’augmentation de ’expression n’est pas corrélée avec
une hausse de I’activité ATCase. Ces résultats indiquent que le nombre de protéines n’est pas
le seul paramétre influencant Pactivité de cette enzyme. Afin de comprendre les autres
paramétres, une approche bioinformatique utilisant des logiciels comme MODELLER peut
étre utilisée pour définir une conformation des protéines (Eswar et al., 2008). Ce logiciel

permet de prédire une structure protéique a partir de s€quences nucléotidiques.

La localisation cellulaire des protéines chimeres peut étre déterminée selon deux
méthodes : I’'immuno-marquage sur des cellules entieres et 1’utilisation de geénes de fusion ou
la GFP est greffée a un géne chimére. Dans le premier cas, des anticorps primaires (I) sont

utilisés pour reconnaitre le domaine ATCase et des anticorps secondaires (II) pour détecter les
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chaines lourdes des immunoglobulines 1. Ces anticorps Il peuvent étre couplés a des
fluorophores qui seront utilisés pour déterminer la localisation cellulaire de I’ATCase. Pour
réaliser une telle approche, il faudrait obtenir des anticorps contre 1’ATCase, les purifier et
vérifier la spécificit¢ de ces immunoglobulines. Dans le cas de I’utilisation des genes de
fusion, il faut greffer le géne codant la protéine GFP (ou une protéine équivalente) au niveau
de la partie ATCase. La microscopie par épifluorescence peut alors étre utilisée pour localiser

les protéines chiméres dans la cellule.

Au niveau des génes de fusion ou la jonction se fait en phase avec le cadre de lecture,
les protéines chiméres ont une partie C-terminale constante qui correspond a la région
ATCase active. Par contre, la partie N-terminale est variable et est codée par le géne receveur
de la fusion. Ces derniers codent des protéines de fonctions diverses, pouvant étre essentielles
ou non. La fonctionnalit¢é de deux genes receveurs non-essentiels sur sept a été testée
expérimentalement. Une des souches analysée a été obtenue suite a un remplacement
chromosomique par croisement. La seconde a été utilisée directement pour les analyses
phénotypiques. Ainsi, la fonctionnalité de cinq geénes receveurs de la fusion reste a étre
analysée dont deux particuliérement intéressants du fait de la longueur de la séquence
présente dans le géne chimere. Pour réaliser ces tests, une approche alternative consisterait a
cloner la séquence du geéne de fusion dans un plasmide. Ce plasmide pourrait alors étre

introduit dans une souche EUROSCARF qui servirait pour les analyses phénotypiques.

A plus long terme, la comparaison des souches ayant des réarrangements
chromosomiques suite a diverses pressions de sélection semble nécessaire pour s’affranchir
des contraintes de sélection. Au laboratoire, un autre crible de sélection est utilis¢ pour la
souche S. cerevisiae S288c. Dans cette souche, les deux génes URA3 et TRP1 sont insérés au
niveau du chromosome I. La protéine Ura3p permet la métabolisation de I’acide 5-
fluoroorotique (5-FOA) qui est toxique pour la cellule. De maniére similaire, le géne TRP/
actif rend une souche sensible vis-a-vis de 1’acide fluoroanthranilique (FAA). Les sélections
dans un milieu contenant le 5-FOA et le FAA ont été réalisées et les révertants obtenus
analysés. Ces souches possédent une délétion des génes URA3 et TRPI, mais également
d’autres réarrangements chromosomiques et notamment des translocations et des gains de
chromosomes. Une analyse de ces révertants permettrait d’avoir des résultats dans des

contextes génétiques différents et avec des pressions de sélections variables.
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Comparaison des génomes mitochondriaux des

levures hémiascomycetes

Introduction

Dans le début des années 1950, Ephrussi et Slonimski ont isolé des mutants de
Saccharomyces cerevisiae appelés « petites » notamment en raison de la taille de la colonie
sur milieu gélosé contenant du glucose en quantité limitante et du glycérol (Ephrussi et
Slonimski, 1955). L’étude génétique de ces mutants a montré que le mode de transmission du
caractere « petite » n’était pas mendélien mais cytoplasmique et était contrdlé par un élément
qui fut appelé rho. Ces mutants sont incapables de respirer et utilisent uniquement la
fermentation pour se développer. L’analyse par microscopie électronique des mutants
« petites » montrait que les mitochondries avait un aspect aspécifique par rapport a des
souches « grandes », dépourvues de cristaux typiques dans leur membrane interne
(Yotsuyanagi, 1962). Dans les années 1960, les travaux menés par Margit et Sylvan Nass ont
montré que les mitochondries sont des organelles possédant un génome indépendant du
génome nucléaire (Nass et Nass, 1963). Il a été confirmé que le facteur rho correspondait a
1’ ADN mitochondrial et que les mutants « petites » avait un ADN mitochondrial muté souvent
porteur de grands remaniements. La mise en évidence de cet ADN a aussi permis a Lynn
Margulis de poser I’hypoythese de 1’acquisition des mitochondries suite a une endosymbiose
d’une bactérie (Margulis, 1970). Des €tudes plus récentes ont montré qu’une a-protéobactérie
proche du groupe des Rickettsiae était a la base de cet événement (Yang et al., 1985 ; Gray,

1998).

La taille du génome mitochondrial est trés variable chez les eucaryotes : il est
constitué d’environ de 367.000 pb chez Arabidopsis thaliana alors qu’il est inférieur a 6.000
pb chez Plasmodium falciparum (Unseld et al., 1997 ; Conway et al., 2000). La topologie de
I’ADN mitochondrial est également variable car il peut €tre sous une forme linéaire ou

circulaire (Williamson, 2002). Le contenu en genes est aussi variable et comprend cing genes
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chez P. falciparum et environ cent genes chez le protozoaire Reclinomonas americana (Lang
et al., 1997). De plus, la taille des génomes et le nombre de genes codant des protéines ne sont
pas corrélés : le génome mitochondrial humain, dont la taille est de 16 569 pb, contient 13
genes codant des protéines alors que celui de A. thaliana, qui est 22 fois plus grand, ne code
que 33 genes. En comparaison, celui de S. cerevisiae, d’une taille de 85.779 pb, possede 8

genes codant des protéines (Foury et al., 1998).

L’analyse de la séquence du génome mitochondrial de S. cerevisiae a débuté a la fin
des années 1970 avec le séquencage du gene ATP9 (Macino et Tzagoloff, 1979 ; Hensgens et
al., 1979). Cependant, il a fallu attendre 20 années et les travaux de Foury et al. (1998) pour
obtenir la séquence complete de ce génome et son annotation. Actuellement, plusieurs
génomes mitochondriaux de levures ascomycetes sont connus. Ils possedent un ensemble de
genes constants entre les différentes especes étudiées. On retrouve les génes codant pour trois
sous-unités du complexe cytochrome ¢ oxydase (COXI, COX2, COX3), I’apocytochrome b
(COB) et trois sous-unités de 1I’ATP synthase (ATP6, ATPS, ATP9 — excepté chez Podospora
anserina ou le gene ATP9 est absent). De plus, ils contiennent les geénes codant pour les ARN
ribosomiques 15S et 23S ainsi que ceux codant pour un jeu complet d’ARNt capables de
décoder tous les codons des genes mitochondriaux. Des génes comme ceux codants sept sous-
unité€s du complexe NADH déshydrogénase sont présents spécifiquement chez certaines
especes. En effet, ces génes ne sont retrouvés que chez les levures hémiascomycetes aérobie
obligatoire. De méme, les génes VAR et RPM1 codant la protéine ribosomique Varlp et la
RNaseP ne sont présents que dans quelques especes de levures ascomycetes (Tableau 4.1).
Malgré cet ensemble de geénes conservés et les quelques exceptions que nous venons de citer,
la taille de ces génomes est aussi tres variable puisqu’elle s’étend de 20.000 pb chez S. pombe

a plus de 100.000 pb chez P. anserina (Lang et al., 1985 ; Cummings et al., 1990).

A la fin des années 1990, le consortium Génolevures a posé les bases de la génomique
comparative des levures hémiascomycetes en séquencant les génomes de 13 levures
hémiascomycetes avec une faible couverture génomique de 0,4X et en réalisant leur
annotation (Souciet et al., 2000). Lors de cette derniére décennie, ce consortium a enrichi les
bases de données de génomes en effectuant le séquencage et I’annotation complete des
levures Candida glabrata, Debaryomyces hansenii, Kluyveromyces lactis, Kluyveromyces
thermotolerans, Saccharomyces kluyverii, Yarrowia lipolytica et Zygossacharomyces rouxii

(Dujon et al., 2004 ; Souciet et al., 2009). Actuellement plus de 30 génomes de levures
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hémiascomycetes sont disponibles (Figure 4.1). Apres le séquencage et 1’assemblage du
génome de S. cerevisiae en 1996 (Goffeau et al., 1996), la mise en évidence de blocs de
duplication a permis de proposer que ce génome avait évolué suite a une duplication totale du
génome (Wolfe et Shields, 1997). Les analyses génomiques et la comparaison des différentes
especes séquencées montrent que des levures comme S. cerevisiae ou Candida glabrata ont
évolué différemment a partir d’un ancétre commun dont le génome a été dupliqué (Kellis et
al., 2004 ). La séparation des especes pré-duplication et post-duplication se fait entre les

genres Saccharomyces et Zygosaccharomyces (Figure 4.1).

Les levures Hémiascomycetes sont divisées en trois groupes majeurs: les
Saccharomycetaceae, les Dipodasceae et le groupe CTG (Figure 4.1). Les levures du groupe
CTG ont la particularité de décoder les codons CUG comme la sérine au lieu de la leucine
(Ohama et al. 1993 ; Santos et Tuite 1995). Certaines espéces de ce groupe appartiennent au
genre des Candida, comme Candida albicans et Candida parapsilosis et sont des pathogenes
humains. D’autres espéces appartenant a ce groupe, comme celles du genre Pichia, sont
également retrouvées comme agents infectieux chez des personnes immunodéprimées. On
retrouve notamment les champignons Pichia farinosa et Pichia anomala (Bakir et al., 2004 ;

Adler et al., 2007).

Les espéces du genre Pichia représentent plus de 91 espéces au sein des levures
hémiascomycétes et ont été regroupées grace a leur possibilité d’assimilation du nitrate
comme source d’azote, leur faible fermentation de sucre et leur bourgeonnement multilatéral
(Kurtzman et Fell, 1998). Parmi ces especes, on trouve Pichia pastoris qui est une levure qui
présente un intérét fondamental. Ses capacités d’utilisation du méthanol ont permis de mettre
en évidence et de comprendre le métabolisme de ce composé (Couderc et Baratti, 1980).
D’autre part, cette espéce a également un intérét appliqué ; elle est utilisée en biotechnologies
pour la production de protéines comme par exemple des immunoglobulies IgG (Li et al.,
2006). L’espéce Pichia stipitis est utilisée pour la formation de bioéthanol a partir de la
fermentation du xylose provenant de lignocellulose des plantes (Jeffries et al., 2007). D’autres
levures sont également intéressantes du fait de leurs propriétés d’osmotolérance comme
Pichia sorbitophila et Pichia farinosa qui ont été isolées respectivement comme un
contaminant d’une solution de sorbitol 70% et d’une biére jordanienne (Rodriques de Miranda
et al., 1980). Ces deux levures ont ét¢ décrites par des approches biochimiques comme étant

deux souches d’une méme espece (Kurtzman et Fell, 1998).
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Lors du programme Génolevures I, les génomes de 13 levures hémiascomycetes ont
été partiellement séquencés et annotés. L.’analyse phylogénétique de ces levures, basée sur les
séquences d’ADN ribosomiques 18S et 26S, ont montré que P. sorbitophila était proche de
Candida tropicalis, une levure pathogeéne pour I’'Homme et de Debaryomyces hansenii, une
levure halotolérante (Souciet et al., 2000). L analyse de la conservation de 1’ordre des genes
dans le génome nucléaire des especes séquencées et annotées montre que le pourcentage de
synténie baisse en fonction de 1’éloignement phylogénétique avec S. cerevisiae a 1’exception
de P. sorbitophila. En effet, ce pourcentage est de 59% chez cette derniere alors qu’il est de
16% chez D. hansenii et de 18% chez C. tropicalis (Llorente et al., 2000). En plus de son
caractere osmotolérant, la position phylogénétique intéressante et la conservation de la
synténie de P. sorbitophila avec S. cerevisiae sont les raisons pour lesquelles le génome de P.
sorbitophila a été entierement séquencé et annoté dans le cadre du programme Génolevures 3.
J’ai participé a cette annotation qui a consisté dans un premier temps a déterminer les codons
d’initiation et de terminaison des phases codantes des genes du génome nucléaire de P.
sorbitophila. Ces phases ouvertes de lecture sont identifiées et classées grace au pourcentage
de similarité avec les protéines de S. cerevisiae, de D. hansenii ou Y. lipolytica. Lors de cette
premiere partie de 1’annotation, nous avons aussi cherché d’éventuels introns au niveau des
genes. Dans un second temps, nous avons regroupé ces genes en familles, définies par les taux
de similarité et également par les fonctions putatives des de ces protéines. Les deux étapes

d’annotation ont duré environ deux mois.

L’annotation du génome de P. sorbiophila et son analyse montre que 60% des genes
ont deux versions alléliques différentes dans le génome et sont hétérozygotes. Ces résultats
suggerent que le diploide P. sorbitophila peut provenir de 1’hybridation de deux especes
différentes (Dujon, 2010). A partir des données biochimiques déterminées par Kurtzman et
Fell (1998), les levures P. sorbitophila et P. farinosa sont définies comme étant deux souches
d’une méme espece. De ce fait, nous pouvons penser que P. farinosa est I’'un des deux parents
de P. sorbitophila. Afin de déterminer la parenté de ces deux levures, la souche P. farinosa a
été séquencée par notre laboratoire, en utilisant une méthode a haut débit de type SOLEXA,
mais aucun assemblage satisfaisant de son génome nucléaire n’a pu étre réalisé. En effet, ce
type de séquencage a conduit a 1’obtention de fragments d’ADN de 40 pb. Un tel type de
séquencage est recommandé lorsque 1’on veut assembler un génome en prenant un génome de

référence. Par contre, il ne I’est pas pour faire du séquencage de novo. En prenant le génome
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de P. sorbitophila comme référence, seuls 0,2% des fragments d’ADN séquencés s’alignent
sur ce génome ce qui explique I’absence d’assemblage satisfaisant de P. farinosa. Néanmoins,
nous avons réalisé avec succes un assemblage de novo du génome mitochondrial de cette

levure.

Dans cette partie du travail, nous avons caractéris€ les séquences correspondant aux
génomes mitochondriaux des levures P. sorbitophila et de P. farinosa suite a leur séquencage.
Dans le but de déterminer la parenté de ces deux organismes a partir des génomes
mitochondriaux, nous avons envisagé de réaliser une analyse phylogénétique des levures du
groupe CTG. Les génomes des especes Candida albicans, Candida parapsilosis et
Debaryomyces hansenii sont connus et annotés et ont €té utilisés lors de cette analyse
(Anderson et al., 2001 ; Nosek et al., 2004 ; Sacerdot et al., 2008). De plus, nous avons
récupéré dans la base de données GeneBank des séquences correspondant a I’ADN
mitochondrial des levures Pichia guilliermondii, Candida tropicalis et Lodderomyces
elongisporus appartenant au groupe CTG (Butler et al., 2009). La séquence du génome
mitochondrial de Pichia stipitis nous a €t€ donnée par M. Thomas Jeffries (Jeffries et al.,
2007). L’analyse phylogénétique étant basée sur les s€quences des genes codant les protéines,
nous avons d’abord caractérisé les genes présents dans les génomes des six levures P.
sorbitophila, P. farinosa, P. guilliermondii, P. stipitis, C. tropicalis et L. elongisporus. Nous
avons ainsi montré que tous ces génomes possedent le méme ensemble de genes, mais que la
synténie n’est pas conservée entre ces especes. Nous avons ensuite utilisé les séquences de ces
genes pour réaliser 1’analyse phylogénétique. Cette analyse montre clairement que les levures
du groupe CTG sont divisées en deux clades : le premier regroupant les especes diploides du
genre Candida et le second comprenant les especes haploides du genre Pichia. Nous avons
également démontré que I’emplacement de P. sorbitophila dans cette phylogénie était distant

de celui de P. farinosa montrant que ces deux levures appartiennent a des especes différentes.

Une autre levure hémiascomycete intéressante du fait de ses capacités halotolérantes et
osmotolérantes est Zygosaccharomyces rouxii. Le génome de cette espece a été entierement
séquencé et annoté lors du programme Génolevures 3. L’analyse génomique comparative de
du génome de cette espeéce avec d’autres levures a montré que Z. rouxii est une espece pré-
duplication proche des especes post-duplication (Souciet et al., 2009) (Figure 4.1). Dans cette
partie, nous avons caractérisé un contig correspondant a I’ADN mitochondrial de cette espece.

Nous avons ensuite procédé a son annotation : le méme ensemble de gene est retrouvé chez Z.
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tes. Cependant, nous n’avons pas pu

~

z

émiascomyce

rouxii par rapport aux autres levures h

déterminer la topologie circulaire de ce génome. Une topologie linéaire de cet ADN serait le

second cas observé chez les levures appartenant au groupe des Saccharomycetaceae apres

Hanseniaspora uvarum (Pramateftaki et al., 2006).
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Saccharomyce

WGD

dans le génome
mitochondrial

Eremothecium

Dekkera

ATCCA2720

Saccharomycotina o CBS605T §

SC53M

Trichomonascus..
Komagataella
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Figure 4.1 : Arbre phylogénétique des levures hémiascomycetes (modifié a partir de Dujon,
2010). Trois groupes majeurs sont définis: les Saccharomycetaceae (soulignés en bleu), les
Dipodasceae (violet) et le groupe CTG (orange). Les clades allant des Saccharomyces sensu
stricto aux Vanderwaltozyma divergent d’un ancétre commun ayant eu une duplication totale
de son génome (WGD).
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1. Les génomes mitochondriaux des levures du groupe CTG

La souche de P. sorbitophila CBS 7064 a été séquencée au Génoscope avec la
technique de Whole Shotgun Sequencing. Les fragments d’ADN obtenus ont été assemblés
grace au programme ARACHNE (Jaffe et al., 2003). Suite a cet assemblage, 15 contigs ont
été classés comme étant non nucléaires. Nous avons recherché parmi ces contigs ceux qui
étaient susceptibles de contenir des séquences mitochondriales en réalisant des alignements de
séquences sur des génomes mitochondriaux connus. Ainsi, trois contigs ont pu €tre identifiés
comme correspondant a de I’ADN mitochondrial. Nous avons pu les assembler manuellement
car ils possédaient des séquences de plus de 100 pb qui étaient chevauchantes. Nous avons
vérifié cet assemblage expérimentalement par des réactions de PCR et séquencages des
fragments obtenus (Figure 4.2). De plus, des amplifications réalisées en choisissant des
amorces de part et d’autre du contig puis le séquengage des fragments obtenus nous

permettent d’affirmer que cette molécule d’ADN est circulaire (Figure 4.2).

Nous avons également séquencé la souche de P. farinosa CBS 185 grice a une
méthode a haut débit de type SOLEXA a la plateforme séquengage de I'IGBMC de
Strasbourg. Le génome mitochondrial de cette levure a été assemblé a partir du programme
SOAP2 (Li et al., 2009) en prenant des génomes mitochondriaux annotés comme référence.
Malgré une bonne qualité d’assemblage, quinze zones d’environ 100 nucléotides n’étaient pas
suffisamment couvertes et comportaient une série de nucléotides non-identifiés N. Des
réactions de PCR et de séquencages complémentaires ont été nécessaires pour avoir un
génome mitochondrial entier (Figure 4.2). De la méme maniere, nous avons démontré que ce

génome est circulaire comme celui de P. sorbitophila.

Nous avons également récupéré dans la base de données GeneBank des contigs
correspondant a I’ADN mitochondrial des levures du groupe CTG P. guilliermondii, C.
tropicalis et L. elongisporus (Butler et al., 2009). La séquence mitochondriale de P. stipitis

nous a été donnée par M. Thomas Jeffries (Jeffries et al., 2007).
Nous avons annoté manuellement les s€équences mitochondriales de toutes ces levures

en utilisant les programmes BLASTX et BLASTN pour les génes codant respectivement des

protéines et des ARN ribosomiques (Altschul et al., 1997). Les genes codant les ARN de

154



Comparaison des génomes mitochondriaux

transfert ont été identifié€s en combinant les programmes BLASTN, tRNAscan-SE et ARWEN
(Altschul et al., 1997, Lowe et Eddy, 1997; Laslett et Canbick, 2008).

A) B)

Contig 1 5 > <

Contig 2 Contig 3

ACCGGTNNNNNNNNGTTAC
PCR PCR
Fragment — — Fragment
d'intérét ——— — d'intérét

Séquengage des
fragments de PCR

A AN \ f ﬂ AN ) {L\‘ |
k‘L--./A‘_;- . “ ' “L_ W M.«- a1l AJE) lj\j\ [BIAUINR)

Figure 4.2 : Représentation des réactions de PCR pour obtenir les génomes mitochondriaux
complets de P. sorbitophila et P. farinosa. Les fleches rouges sont des exemples d’amorces
utiliséees pour les PCR. Les fragments d’intéréts ainsi obtenus sont ensuite séquencés pour
compléter les génomes mitochondriaux.

A) P. sorbitophila

B) P. farinosa

1.1. Organisation des génomes mitochondriaux des levures du groupe CTG
1.1.1. Contenu en génes
L’annotation des génomes de P. sorbitophila et de P. farinosa montre que ces deux
especes possedent quatorze genes codant des protéines. Ces genes codent trois sous-unités du
complexe cytochrome c¢ oxydase (COXI, COX2, COX3), I’apocytochrome b (COB), trois
sous-unités de 1’ATP synthase (ATP6, ATP8, ATP9), ainsi que sept sous-unités du complexe
NADH déshydrogénase (NADI1, NAD2, NAD3, NAD4, NADS, NAD6 et NAD4L). En plus de
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ces genes, ceux codant les sous-unités ribosomiques 15S et 23S sont également présents de
méme qu’un ensemble de genes codant des ARNt capables de charger tous les acides aminés
nécessaires pour la traduction des protéines au sein de la mitochondrie (Figure 4.3). Le méme
ensemble de genes est retrouvé chez les levures hémiascomycetes aérobies obligatoires dont
les génomes mitochondriaux sont entierement séquencés et annotés comme ceux de Yarrowia

lipolytica et C. albicans (Kerscher et al., 2001 ; Anderson et al., 2001).

De la méme maniere, nous avons effectué les annotations des séquences correspondant
a I’ADN mitochondrial des levures P. stipitis, P. guilliermondii, C. tropicalis et L.
elongisporus. Ces annotations indiquent que le méme ensemble de genes est présent chez ces
especes, aussi bien ceux codant des protéines, que ceux transcrits en ARN ribosomiques et en
ARN de transfert (Figure 4.4). Nous n’avons pas effectué des analyses expérimentales
supplémentaires pour vérifier la topologie de ces ADN. De ce fait, les génomes
mitochondriaux de ces quatre levures sont considérés ici comme incomplets. Par exemple, les
contigs de P. stipitis et de P. guilliermondii ont a leurs extrémités une séquence qui
correspond respectivement aux génes LSU et COX1 (Figure 4.4). L’absence des ARNt™" et
ARNt®”* chez C. tropicalis pourrait éventuellement étre due au fait que les séquences ne sont

pas completes.

A partir de I’annotation de ces six séquences mitochondriales, nous pouvons affirmer
que tous les geénes de P. sorbitophila, P. stipitis et P. guilliermondii sont transcrits a partir
d’un brin d’ADN. Les genes présents dans les génomes de P. farinosa, C. tropicalis et L.

elongisporus le sont a partir des deux brins d’ADN (Figures 4.3 et 4.4).

Lors de I’annotation du génome de P. sorbitophila, nous avons remarqué que tous les
genes étaient transcrits a partir du méme brin d’ADN. Par contre, une phase ouverte de lecture
est située sur le brin opposé (Figure 4.3). L’analyse de ce géne potentiel montre qu’il code un
motif LAGLIDADG caractéristique des introns du groupe 1. Nous avons aussi remarqué que
plusieurs codons stops étaient présents au niveau de la phase ouverte de lecture. Le fait que
cette séquence soit sur le brin non transcrit, ne soit pas fusionnée a un exon et possede
plusieurs codons stops prématurés dans la phase de lecture suggere que cet intron est une

trace d’un déplacement des introns au sein du génome mitochondrial de cette levure.
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Figure 4.3 : Représentation des génomes mitochondriaux de P. sorbitophila et P. farinosa. Le
cercle externe indique la localisation des genes. Le cercle interne représente les ARNm
putatifs. Les ARNt sont représentés par le code a une lettre.

Rectangle bleu foncé : genes codant les protéines

Rectangle bleu clair : introns codant une endonucléase

Rectangle blanc : introns non codant

Rectangle vert : génes codant les ARN ribosomiques

Rectangle rouge : genes codant les ARNt

Rectangle jaune : geénes hypothétique

Rectangle orange : ARN messagers putatifs transcrits a partir du brin +

Rectangle gris : ARN messagers putatifs transcrits a partir du brin —

Triangle : sites d’initiation de la transcription

Barre : sites de clivage des ARN
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Figure 4.4 : Cartes linéaires des génomes mitochondriaux de P. stipitis, P. guilliermondii, C.
tropicalis et L. elongisporus.

Rectangle jaune : geénes codant les protéines, transcrits a partir du brin —

Rectangle rouge : génes codant les protéines, transcrits a partir du brin +

Rectangle vert : génes codant les ARN ribosomiques

Rectangle bleu : geénes codant les ARNt, transcrits a partir du brin +

Rectangle violet : génes codant les ARN, transcrits a partir du brin —

Fleche : sites d’initiation de la transcription

Etoile : sites de clivage des ARN
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1.1.2. Les introns des génes mitochondriaux

Les introns mitochondriaux sont autocatalytiques et sont classés en deux groupes
(groupe I et groupe II) en fonction de leur mode d’épissage (Lang et al., 2007). Les introns du
groupe I codent pour des maturases ou des endonucléases qui sont classées en quatre
catégories en fonction de leur structure secondaire et de leurs motifs protéiques. On retrouve
des endonucléases avec le motif LAGLIDADG, celles avec une boite His-Cys ou encore les
endonucléases avec les domaines GIY-YIG et celles possédant un domaine HNH. En
revanche, les introns du groupe II codent pour une réverse-transcriptase qui leur est nécessaire
pour leur déplacement dans le génome (Lang et al., 2007). Ces deux types d’introns peuvent

étre fusionnés en phase avec un exon, ou traduits indépendamment (Haugen et al., 2005).

Le nombre d’introns dans les séquences mitochondriales que nous avons annotées est
variable : aucun chez L. elongisporus, 5 chez P. farinosa et 16 chez P. sorbitophila (Tableau
4.2). Ces introns sont répartis entre les genes COXI, COB, NADS5 et LSU. Le nombre
d’introns codant des protéines est également variable car les 4 introns présents chez P. stipitis

sont codants alors qu’il y en 11 chez P. sorbitophila (Tableau 4.2).

Sur les 11 introns codants de P. sorbitophila, 10 appartiennent aux introns du groupe [
et ont au moins un motif LAGLIDADG. Le dernier est un intron du groupe II et représente le
seul intron de ce groupe dans les génomes annotés ici. Les quatre introns de P. stipitis et les
trois introns de C. tropicalis font partie du groupe I avec un motif LAGLIDADG. Deux des
quatre introns codants de P. farinosa possedent ce méme motif alors que les deux restants ont

les boites caractéristiques GIY-YIG.

Espéces COX1 COB NAD5 LSU
P. sorbitophila 7 (6) 5(3) 2 (2) 2 (0)
P. farinosa 2(2) 3(2) 0 (0) 0 (0)
P. stipitis 2(2) 2(2) 0 (0) 0 (0)
P. guilliermondii ? 2 (1) 0 (0) 1(0)
C. tropicalis 3 (3) 0 (0) 0 (0) 0 (0)
L. elongisporus 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0)

Tableau 4.2 : Les introns mitochondriaux et leur localisation. Les nombres entre parenthese
représentent les introns codants.
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Chez P. guilliermondii, deux introns codants sont retrouvés au niveau du gene COB,
dont un possede le motif GIY-YIG. Aucun intron n’est retouvé au niveau des genes NADS et
LSU. Le génome de P. guilliermondii est incomplet et une partie de COXI est placée de
chaque coté du contig. De ce fait, dans la séquence annotée, la région centrale de ce gene est

manquante ainsi que les potentiels introns fréquemment présents (Figure 4.4).

1.1.3. La maturation des ARN

Au niveau du génome mitochondrial de S. cerevisiae, les motifs TATAAGTAA et
AATAATATTCTT sont décrits comme étant les s€quences d’initiation de la transcription et
de maturation des ARN. Des séquences similaires sont retrouvées dans les génomes
mitochondriaux d’autres levures comme K. lactis et Y. lipolytica (Schifer, 2005). Une analyse
in silico des séquences mitochondriales des levures étudiées ici montre que le motif
TATAAGAA est retrouvé plusieurs fois. Ces séquences sont situées en amont des genes, par
exemple avant les génes COX3 et ARNt™" chez P. sorbitophila. De la méme maniére dans
I’ADN mitochondrial de P. farinosa, le motif de clivage des ARN ATAATATT est retrouvé
en aval des genes comme COX2, COX3, NADI et LSU (Figures 4.3 et 4.4).

Un autre type de maturation des ARN est décrite chez les champignons filamenteux
Neurospora crassa et Aspergillus nidulans. 11 est décrit comme étant une maturation par
ponctuation des ARNt. En fonction de leur emplacement dans le génome, la libération des
ARNt par des RNases permet la maturation des ARNm (Schifer, 2005). Au niveau des
génomes mitochondriaux étudiés dans ce travail, les ARNt sont majoritairement regroupés.
Cependant, certains sont dispers€s et peuvent encadrer des génes comme les genes COX2 ou
NAD4 chez P. sorbitophila et L. elongisporus. Ceci suppose qu’une maturation par

ponctuation peut également exister dans ces levures (Figures 4.3 et 4.4).

En combinant les deux modes de maturation, des ARNm monocistroniques et
polycistroniques sont prédits in silico. Les paires de genes ATPS-ATP6, NADI-NAD6, NAD2-
NAD3 et NAD4L-NADS genes co-transcrits pourraient également étre co-traduits du fait de la

courte région intergénique entre deux genes (Figures 4.3 et 4.4).
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1.2. Génomique comparative des génomes mitochondriaux des levures du groupe
CTG
1.2.1. Aspects généraux
Les génomes mitochondriaux des levures hémiascomycetes sont majoritairement
circulaires méme si certaines especes peuvent avoir des ADN linéaires comme Candida
parapsilosis (Tableau 4.1) (Kovac et al., 1984). Nous avons montré par des réactions PCR
que les génomes de P. sorbitophila et P. farinosa sont clairement des molécules circulaires
(Figure 4.3). Nous n’avons pas testé la topologie des génomes de P. stipitis, P. guilliermondii,
C. tropicalis et L. elongisporus. L’ annotation des contigs mitochondriaux de P. stipitis et P.
guilliermondii a montré qu’une partie des genes LSU et COX1 respectivement €tait présente
de part et d’autre de ces séquences (Figure 4.4). De ce fait, nous pouvons supposer que les
génomes mitochondriaux de ces deux levures sont circulaires. Une analyse par des réactions

de PCR au niveau de ces geénes permettrait de le confirmer.

La taille des séquences mitochondriales des six espeéces analysées est variable. En
effet, la taille du génome de P. sorbitophila est de 39.107 pb, celle de C. tropicalis est de
50.304 pb, alors qu’elle n’est que de 23.890 pb chez P. guilliermondii. Chez P. farinosa, P.
stipitis et L. elongisporus, cette taille est comparable et est proche de 30.000 pb (Tableau 4.3).
Malgré ces variations, ces génomes possedent le méme ensemble de geénes codant des
protéines, deux geénes codant les grande et petite sous-unités ribosomiques et un jeu complet

d’ARNt (Figures 4.3 et 4.4).

La différence de taille de ces génomes peut s’expliquer par la présence d’introns ou de
longues régions intergéniques. La comparaison des proportions de régions intergéniques chez
ces différents génomes montre que la taille de I’ADN mitochondrial de C. tropicalis est due a
des régions non codantes qui représentent 49 % de la séquence totale (Tableau 4.3). Chez P.
sorbitophila, 16 introns sont retrouvés et permettent d’expliquer une taille proche de 40.000
pb (Figure 4.3). De plus, ce génome a la spécificité de posséder un intron non li€ a un exon
qui permet également d’expliquer cette variation de taille par rapport aux autres génomes de

levures étudiées dans ce travail.
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Taille %  Nombre Nombre % région

Especes Souche Ploidie (nt) GC degénes d'introns intergénique
P. sorbitophila CBS 7064 2n 39107 23 41 16 8
P. farinosa CBS 185 n 32065 27 43 5 20
P. stipitis CBS 6054 n 30649 25 40 4 16
P. guilliermondii ATCC 6260 n 23890 25 41 2% 16
C. tropicalis MYA-3404 2n 50304 37 46 3 49
L. elongisporus NRLL YB-4239 2n 35601 29 41 0 42

Tableau 4.3 : Caractéristiques des génomes mitochondriaux annotés. Les especes analysée
dans cette étude sont haploide (n) et diploide (2n). Le nombre de gene représente les genes
codant pour les protéines, les ARN ribosomiques et les ARN de transfert.

*: le nombre d’introns de P. guilliermondii est peut €tre sous-estimé du fait que le gene
COX1 est incomplet.

1.2.2. Code génétique utilisé

Le code génétique mitochondrial des levures hémiascomycétes differe du code
universel car le codon UGA, défini comme étant un codon stop dans le code universel, est
décodé par un ARNt incorporant un résidu tryptophane (Knight et al., 2001). De plus, il a été
décrit chez les levures P. canadensis et C. parapsilosis que les codons AUA et CUN codent
I’isoleucine et la leucine au lieu de la méthionine et la thréonine comme chez S. cerevisiae
(Sekito et al., 1995 ; Nosek et al., 2004). Nous avons réalis¢ des alignements multiples de
protéines codées par les génes du génome mitochondrial de diverses levures hémiascomycetes
qui permettent de mettre en évidence des positions ou 1’isoleucine et la leucine sont
conservées (Figure 4.5). Chez les especes du genre Pichia analysées ici (P. sorbitophila, P.
farinosa, P. stipitis et P. guilliermondii) ainsi que chez D. hansenii, ces positions
correspondent aux codons AUA et CUN respectivement, montrant que probablement la méme
réassignation se produit (Figure 4.5). Cette propriété est également retrouvée pour les especes
C. tropicalis et L. elongisporus et pourrait donc étre une spécificité des levures du groupe

CTG.
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ATP9_PI SO MILVLAAKYMGAANRTLGL GGAAMG ALVFVALNMNGT TRNPSI RATI FPQAMLGFATAEA 60
ATP9_DEHA MILALAAKY] GASNATLGLGGAAI G ALVFVALI NGTSRNPSLRATLFPQAI LGFALAEA 60
ATP9_CAPA M ALAAKY] GASI ATLGLGGAAI G ALVFVALI NGTSRNPSLRSTLFPQAI LGFALSEA 60
ATP9_KLTH MILVLAAKYI GAG STI GLLGAG G Al VFAALI NGVSRNPSLKDTLFPFAI LGFALSEA 60
ATP9_SACE MILVLAAKYI GAG STI GLLGAG G Al VFAALI NGVSRNPSI KDTVFPMAl LGFALSEA 60
ATP9_YALI M].VLAG(YI CAGLASI GLVGAE G AI VFAALI NGJSRNPALKG]_FTYSI LGFALSEA 60
ATP9_PI SO CGLFCLMVBFLLI YAV 76
ATP9_DEHA CGLFCLMVBFLLLYAV 76
ATP9_CAPA CGLFCLM SFLLLYAV 76
ATP9_KLTH TGLFCLM SFLLLYGV 76
ATP9_SACE TGLFCLMV/SFLLLFGY 76
ATP9_YALI TGLFALM AFLLLYAV 76

trx LR IR I *

Figure 4.5: Alignement multiple de la protéine Atp9p. Un exemple d’alignements de
protéines issues de P. sorbitophila (PISO), D. hansenii (DEHA), C. parapsilosis (CAPA), K.
thermotolerans (KLTH), S. cerevisiae (SACE) et Y. lipolytica (YALI). Les boites bleues et
oranges représentent des positions ou l’isoleucine et la leucine sont conservées et qui
correspondent respectivement aux codons AUA et CUN chez P. sorbitophila.

1.2.3. Analyse de la synténie des génomes mitochondriaux

Nous avons également analysé 1’organisation des genes au niveau de ces génomes
mitochondriaux. Cette analyse montre la conservation de larges blocs de synténie comme
celui s’étendant du gene LSU jusqu’au gene NADI (Figure 4.6). Par contre, ces blocs sont
plus dispersés chez les souches C. tropicalis, L. elongisporus ou encore C. parapsilosis

(Figure 4.6).

Les souches P. sorbitophila et P. farinosa ont été décrites par des approches
biochimiques comme étant la méme espece (Kurtzman et Fell, 1998). On parle alors
d’especes synonymes. L’analyse de la synténie que nous avons effectuée montre que des
blocs de genes sont conservés entre ces deux especes mais que certains subissent également
des remaniements comme l’inversion de la région allant du géne ATP6 au geéne codant
I’ ARNt™" (Figure 4.6). La comparaison de 1’ordre des génes mitochondriaux des différentes
levures étudiées ici mene aux mémes conclusions que celles que nous avons obtenues entre P.
sorbitophila et P. farinosa : des blocs de synténie sont conservés mais des remaniements sont
également présents (Figure 4.6). Ces mémes conclusions entre différentes especes et entre P.
sorbitophila et P. farinosa nous laisse suggérer que ces deux levures pourraient €tre des

especes distinctes.
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D. hansenii P. sorbitophila P. farinosa  P. stipitis P. guilliermondii L. elongisporus C. parapsilosis C. tropicalis

Lsu Lsu Lsu Lsu Lsu Lsu LSU Lsu
ERNA ala tRNA ala tRNA ala tRNA ala tRNA ala tRNA Ala tRNA Alz tRNA Ala
cox2 cox2 cox2 cox2 cox2 cox2 cox2 coxz
ERNA Asn HRNA Asn ERNA Asn ERNA Asn ERNA Asn) tRNA Asn cos NADE
ND6 NADS NADS NADS NADS NADE tRNA Gln NAD?
NADI NADI NADI NADI NADI NAD? / tRNA Asp tRNA Leu
NAD2 AT) tRNA Arg tRNA Ley cox1 tRNA Gin tRNA Ser tRNA Tyr
NAD3 tRNA Leu tRNA Val tRNA Tyr! cos tRNA Asp tRNA Arg tRNA His
cos tRNA Tyr tRNA Trp tRNA His tRNA Arg| tRNA Ser NAD2 tRNA Thr
tRNA Arg tRNA His tRNA Phe) tRNA Thr! tRNA Val tRNA Arg NAD3 tRNA Glu
tRNA Val tRNA Met tRNA Lys tRNA Glu tRNA Trp NAD2 / ATPE tRNA Gin
tRNA Trp tRNA Thr cox3 tRNA Gly tRINA Ph NAD3 ATPE tRNA Asp
RNA Phe tRNA Glu tRNA Ser] tRNA Cys| tRNA Lys tRNA Ser tRNA Pro tRNA Ser
tRNA Lys tRNA Gly tRNA Thr tRNA Pro cox3 tRNA Thr tRNA Cys tRNA Arg
Cox3 tRNA Cys NAD4 ATP8 AT NAD4 tRNA Gly tRNA Val
tRNA Jle RNA Pro AT) ATPE tRINA Ser tRNA Met NADS tRNA Trp
tRNA Gin ATPB ATPB NADAL tRNA Thr tRNA Met NADIL tRNA Phe
tRNA Asp ATI tRNA Pro NADS NAD4 Ssu tRNA Glu tRNA Lys
tRNA Ser NAD2 tRNA Cys tRNA Arg ERNA Met] tRNA lle tRNA Thr Cox3
tRNA Arg NAD3 tRNA Gly tRNA Val ERNA Met ATP9 tRNA His tRNA Arg
NADS tRNA Ser tRNA Glu tRNA Trp ssu COx1 tRNA Tyr ATPS
NADAL tRNA Thr tRNA Thr tRNA Phe tRNA Tie tRNA Pro tRNA Leu ATP8
ATPG NAD4 tRNA Met ERNA Lys tRNA Gin tRNA Arg Cox3 tRNA Pro
ATP8 tRNA Met tRNA His cox3 tRNA Aspl tRNA Val tRNA Lys tRNA Gly
tRNA Pro tRNA Met tRNA Tyr cos ERNA Ser] tRNA Trp tRNA Phe tRNA Gly
tRNA Cys SsuU tRNA Leu coxz tRNA Arg| tRNA Phe tRNA Trp NAD4
tRNA Glu tRNA lle tRNA Tl tRNA Gln NAD2 tRNA Cys RNA Val tRNA Thr
RNA Thr tRNA Gin ssU tRNA Asp] NAD3 ATPS tRNA Arg tRNA Ser
RNA Met tRNA Asp tRNA Met tRNA Ser| tRNA Ley ATPS NAD1 NAD4L
tRNA His tRNA Ser RNA Met! tRNA Arg tRNA Tyr! tRNA Gly NADS NADS
tRNA Tyr tRNA Arg Cos NAD2 ERNA His tRNA Lys tRNA Asn tRNA Glu
tRNA Leu o8 tRNA Arg NAD3 tRNA Met Cox3 ATPY tRNA Ser
ATPO RNA Arg ATPO tRNA Ser] tRNA Thr tRNA Leu tRNA lle tRNA Tyr
cox1 tRNA Val NADS tRNA Thr] tRNA Glu tRNA Tyr 55U tRNA Gly
RNA Ser tRNA Trp NAD4L NAD4 tRNA Gly tRNA His tRNA Met tRNA Ser
RNA Thr tRNA Phe cox1 tRNA Mef tRNA Cys tRNA Thr RNVA Met tRNA Met
NAD4 tRNA Lys tRNA Gin tRNA Med tRNA Pro tRNA Glu NAD4 Ssu
RNA Met Cox3 tRNA Asp) Ssu ATP3 NADS tRNA Leu tRNA lie
RNA Met NAD4L tRNA Ser tRNA Jle ATI NADA4L tRNVA Ser ATPY
ssv NADS tRNA Arg ATPO NADAL tRNA Lys Cox1 tRNA Arg
Cox1 tRNA Ile NADS o8 NAD2
NAD2 NAD2
NAD3 tRNA Val
o8
COX1
tRNA Tyr

Figure 4.6 : Conservation de la synténie au sein des especes du genre Pichia. De larges blocs
de synténie (barres épaisses) sont conservés entre les différentes especes du genre Pichia et
avec D. hansenii.

1.2.4. Analyse phylogénétique

L’analyse de la synténie entre P. sorbitophila et P. farinosa nous a permis de supposer
que ces deux levures appartiennent a des especes distinctes. Pour vérifier cette hypothéese, une
analyse phylogénétique portant sur les génes mitochondriaux a été€ entreprise. Lors de cette
analyse, nous avons aussi utilisé les génomes mitochondriaux d’autres levures du groupe
CTG comme C. albicans, C. parapsilosis et D. hansenii (Anderson et al., 2001 ; Nosek et al.,
2004 ; Sacerdot et al., 2008 ).

Nous avons construit un arbre phylogénétique basé sur la concaténation des séquences

des génes COX2, COX3, ATP6, ATPS, ATP9, NADI1, NAD2, NAD3, NAD4, NAD4L, NADS et
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NADG, I’ensemble représentant 3242 acides aminés (Figure 4.7). Trois méthodes de calcul ont
été employées pour cette analyse : le Neighbor-Joining (NJ), le maximum de similarité
(Maximum Likelithood ML) et une approche Bayesian. Dans chaque cas, la robustesse de
I’analyse est réalisée pour 100 réplications indépendantes (bootstrap = 100). Pour les études
de similarités par les approches Bayesian et ML, les séquences des genes de Candida
metapsilosis, Candida orthopsilosis et Candida neerlandica ont également été utilisées (Kosa
et al., 2006 ; Valach et al., 2008). Cet apport a permis de montrer la fidélit€ de nos arbres

phylogénétiques par rapport a ce qui a €t€ proposé lors d’autres études.

Les arbres phylogénétiques construits dans les trois cas de figure meénent aux mémes
conclusions. Premi¢rement, cette étude démontre clairement la présence de deux clades au
sein du groupe CTG : le premier contient les especes diploides du genre Candida alors que le
second comprend les souches du genre Pichia qui sont majoritairement haploides (Figure
4.7). 1l est intéressant de noter ici que le sous-groupe Pichia est également divisé. En effet, les
trois arbres phylogénétiques placent P. sorbitophila a la base de ce sous-groupe avec une forte
robustesse. Deuxiemement, cette analyse montre que les levures P. farinosa, P. stipitis, P.
guilliermondii et D. hansenii sont proches les unes des autres et qu’elles sont plus €loignées
de P. sorbitophila (Figure 4.7). Du fait de leur €loignement phylogénétique, P. sorbitophila et

P. farinosa peuvent étre définies comme deux especes distinctes.

Cette analyse montre également que les especes P. farinosa et P. stipitis sont tres
proches 1’une de ’autre avec une robustesse de presque 100% avec les trois méthodes de
calcul (Figure 4.7). La levure P. stipitis est utilisée en biotechnologie pour fermenter le xylose
issu des plantes et pour former le bioéthanol (Jeffries et al., 2007). D’autres levures proches
de P. stipitis peuvent également fermenter ce sucre, mais avec une efficacité moindre
(Jeffries, 2006). Une meilleure connaissance des génomes de ces organismes, et notamment
P. farinosa, pourraient apporter des éléments pour comprendre la forte efficacité de
fermentation du xylose chez P. stipitis par rapport aux autres levures appartenant au groupe

CTG.
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Y. lipolytica CLIB 122 (n)

18

100

P. sorbitophil€BS 7064 (2n)

P. farinosa CBS 185 (n)

P. stipitis CBS 6054 (n)

D. hansenii CBS 767 (n)

P. guilliermondii ATCC 6260 (n)

100

C. tropicalis MYA-3404 (2n)

C. albicans SC 5314 (2n)

L. elongisporus NRLL YB-4239 (2n)

C. parapsilosis CBS 7157 (2n)
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100

D. hansenii CBS 767 (n) }&

P. guilliermondii ATCC 6260 (n)

P. stipitis CBS 6054 (n)

P. farinosa CBS 185 (n)

P. sorbitophila CBS7064 (2n)

100
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100

C. metapsilosis MCO 448 (2n)
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C. orthopsilosis MCO 456 (2n)
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C)

100

100

100

100

100

100

D. hansenii CBS 767 (n) 0.01

________ P. guilliermondii ATCC 6260 (n)

P stipitis CBS 6054 (n)

P. farinosa CBS 185 (n)

P. sorbitophila CBS7064 (2n)

C. orthopsilosis MCO 456 (2n)

100

C. metapsilosis MCO 448 (2n)

C. parapsilosis CBS 7157 (2n)

L. elongisporus NRLL YB-4239 (2n)

C. neerlandica NRRL Y-27057T (2n)
100

C. tropicalis MYA-3404 (2n)

100

\—— C. albicans SC 5314 (2n)

Y. lipolytica CLIB 122 (n)

Figure 4.7 : Arbres phylogénétiques des levures du groupe CTG. Ces arbres ont €té construits
a partir de la concaténation des séquences des genes COX2, COX3, ATP6, ATPS, ATP9,
NADI, NAD2, NAD3, NAD4, NAD4L, NADS5 et NAD6

A) Neighbor-Joining
B) Maximum Likelihood
C) Approche Bayesian

Les nombres a chaque embranchement correspondent a la robustesse et a la sireté de chaque

neceud.
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1.3. Conclusion

L’analyse comparative présentée ici permet de mieux comprendre les génomes des
mitochondries des levures du groupe CTG et leur évolution. Malgré une taille variable, ces
ADN mitochondriaux possedent les geénes codant pour les 14 mémes protéines. Le nombre
d’introns et la longueur des régions intergéniques expliquent les variations de tailles de ces
génomes. L augmentation de la taille du génome de P. sorbitophila peut également résulter de
la présence d’une phase codante située sur le brin non transcrit de cet ADN. Cette séquence
définie comme étant un intron du groupe I suggere qu’elle résulte de la mobilité de ces
éléments. Contrairement aux levures du groupe des Saccharomycetaceae, les génes codant
pour la protéine ribosomique Varlp et la RNAseP (RPM1) sont absents au niveau de tous les

génomes mitochondriaux des levures du groupe CTG analysés et annotés jusqu’ici.

L’analyse phylogénétique réalisée lors de cette étude montre clairement que le groupe
CTG est divisé en 2 sous-groupes distincts : le premier contient majoritairement les especes
haploides du genre Pichia alors que le second est composé des especes diploides du genre
Candida. Cette observation est consistante avec des études basées sur I’analyse du génome
nucléaire qui ont montré une distinction phylogénétique entre des levures haploides et

diploides appartenant au groupe CTG (Fitzpatrick et al., 2006 ; Butler et al., 2009).

Enfin, cette étude indique que P. sorbitophila et P. farinosa, sont des especes distantes
d’un point de vue phylogénétique et que, de ce fait, elles ne sont pas des especes synonymes.
En effet, en dépit de six blocs de synténie conservés, la distance évolutive importante entre P.

sorbitophila et P. farinosa montre que ces deux levures sont des especes différentes.

Ces résultats ont mené a la publication de deux articles qui sont placés dans la partie
annexe de ce manuscrit. Le premier a été publié en septembre 2009 dans la revue FEMS Yeast
Research et représente le séquencage et I’annotation du génome mitochondrial de P.
sorbitophila (Jung et al., 2009). Le second est actuellement en ligne et sous-presse pour la
revue Current Genetics et est le résultat du séquencage et de 1’annotation de 1’ADN
mitochondrial de P. farinosa et reprend toute la partie sur I’analyse phylogénétique des

levures du groupe CTG (Jung et al., 2010).

Récemment, des études taxonomiques ont permis d’approfondir la classification des

especes du genre Pichia et des sous-genres comme Meyerozyma ou Millerozyma sont apparus

170



Comparaison des génomes mitochondriaux

(Kurtzman et Suzuki, 2010). Ces études sont basées sur une approche phylogénétique a partir
des séquences des genes codant les grandes et petites sous-unités ribosomiques. Notre analyse
phylogénétique des génomes mitochondriaux a montré une forte similarité de résultats avec
les résultats obtenus a partir des génomes nucléaires des levures du groupe CTG (Fitzpatrick
et al., 2006 ; Butler et al., 2009). De ce fait, une étude des génomes mitochondriaux des
levures du genre Pichia permettrait d’avoir un meilleur apercu de la phylogénie de ces
especes. De plus, il est admis que ces especes sont également présentes au niveau du groupe
des Saccharomycetaceae (par exemple, Pichia anomala) et du groupe des Dipodasceae (P.
pastoris). Une espece particuliecrement intéressante est Pichia canadensis qui est a notre
connaissance la seule espece hémiascomycete contenant les génes codant les sept sous-unités
du complexe NADH déshydrogénase et le gene VARI (Sekito et al., 1995). Une meilleure
connaissance des génomes mitochondriaux des especes du genre Pichia permettrait d’avancer
dans la compréhension de 1’évolution des génomes mitochondriaux des levures

hémiascomycetes.

2. Organisation du génome mitochondrial de Zygosaccharomyces rouxii
Suite au séquencage du génome de Z. rouxii lors du programme Génolevures 3, nous
avons assemblé et identifi€ un contig de 39.851 pb correspondant a de I’ADN mitochondrial
grice a des comparaisons de séquences avec des ADN mitochondriaux d’autres levures
hémiascomycetes. Comme nous 1’avons effectué pour les génomes mitochondriaux de P.
sorbitophila et P. farinosa, nous avons réalisé des réactions de PCR en prenant des amorces
de part et d’autre du contig afin de déterminer la topologie de la molécule d’ADN. Aucun
résultat positif n’ayant ét€ obtenu, nous avons effectué d’autres réactions de PCR pour
vérifier la qualité de 1’assemblage de I’ADN mitochondrial. A nouveau, aucun fragment de
PCR n’a été amplifié suggérant un mauvais assemblage du contig mitochondrial. De ce fait,

nous ne pouvons pas conclure quant a la topologie de I’ADN mitochondrial de Z. rouxii.

Nous avons tout de méme réalis€ une annotation complete de ce contig. Comme pour
I’annotation des génomes de P. sorbitophila et de P. farinosa, les génes codant des protéines
et les ARN ribosomiques ont été identifiés en utilisant les outils de type BLAST. Les ARNt
I’ont ét€ en combinant les logiciels tRNAscan-SE et ARWEN (Lowe et Eddy, 1997; Laslett et
Canbick, 2008).
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2.1. Annotation du génome mitochondrial de Z. rouxii
L’annotation de ce segment d’ADN permet d’affirmer que le génome mitochondrial
de Z. rouxii possede le méme ensemble de genes que les autres levures hémiascomycetes
aérobie facultative : un ensemble d’ARNt capables de charger tous les acides aminés (sauf
I’ARNt"), les deux ARN ribosomiques (SSU et LSU) et les génes ATP6, ATPS8, ATPY,
COX1, COX2, COX3 et COB. 1l contient également le géne VARI codant pour la protéine
ribosomique Varlp. Tous ces génes sont transcrits a partir du brin - d’ADN a I’exception des

génes COX3 et ARNt" qui le sont via le brin + (Figure 4.8).

L’annotation de ce contig montre que la séquence correspondant au gene COX2 est
située d’un coté du contig et est orientée de telle maniere qu’il serait transcrit a partir du brin-.
A Tautre extrémité du contig, une partie de ce géne est également présente mais en en
orientation inverse. L’analyse de la séquence codante suggere que cette partie de géne serait
transcrite a partir du brin + (Figure 4.8). Cette contradiction révele clairement que le contig

ainsi formé résulte d’un mauvais assemblage.

Z. rouxii
SIAN
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% 5
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Figure 4.8 : Carte linéaire du génome mitochondrial de Z. rouxii.
Rectangle jaune : génes codant les protéines, transcrits a partir du brin —
Rectangle rouge : génes codant les protéines, transcrits a partir du brin +
Rectangle vert : génes codant les ARN ribosomiques

Rectangle violet : génes codant les ARN, transcrits a partir du brin —
Rectangle bleu : génes codant les ARNt, transcrits a partir du brin +
Fleche : sites d’initiation de la transcription

Etoile ; sites de clivage des ARN

172



Comparaison des génomes mitochondriaux

2.2. Les introns
Le génome mitochondrial de Z. rouxii posseéde huit introns répartis entre les geénes
COX1 et COB. Parmi ces introns, 7 codent pour des endonucléases et font partie des introns
du groupe I : 6 d’entre eux ont au moins un motif LAGLIDADG alors que le dernier possede
la bofte GIY-YIG. Un autre intron est également présent dans le géne codant la grande sous-
unité ribososmique (LSU). Cet intron a la particularité d’avoir les mémes bornes que celles
décrites chez S. cerevisiae et K. thermotolerans (Jacquier et Dujon, 1983). Par contre, cet

intron ne code aucune endonucléase.

2.3. La maturation des ARN
Les genes encodés par I’ADN mitochondrial de Z. rouxii sont transcrits a partir des
deux brins d’ADN. Des séquences d’initiation et de clivage des ARN sont également
retrouvées sur ces deux brins (Figure 4.8). La méme séquence consensus TATAAGTAA que

Val gur le brin +.

celle décrite chez S. cerevisiae est retrouvée en amont du géne codant I’ ARNt
Sur le brin -, ce méme consensus est retrouvé trois fois en amont des genes COX1, ATP9 et
ARNt™". De plus, le consensus de clivage de I’ARN AATAATATTCTT est retrouvé deux
fois sur le brin + et deux fois sur le brin -. En prenant en compte ces séquences consensus et la
position des ARNt, nous avons pu déterminer de manieére putative des transcrits

monocistroniques et polycistroniques contenant notamment la paire de genes ATP6-ATPS

(Figure 4.8).

2.4. Topologie de I’ADN mitochondrial

Nous avons effectué plus d’une centaine de réactions de PCR sur I’ADN de Z. rouxii
en prenant des amorces et des enzymes différentes et dans des conditions de réactions
variables. Nous ne décrirons pas les différentes approches qui ont été réalisées. Une série de
PCR internes au gene COX2 ont été effectuées et leur séquencage montre une séquence
identique a celle du contig prouvant que 1’ADN matrice utilisé pour ces PCR contient I’ADN
mitochondrial. Par contre, les autres PCR n’ont pas permis d’amplifier un fragment d’ADN
ou ont conduit dans quelques cas a des amplifications aspécifiques. Cette absence de résultat
positif peut donc provenir d’un mauvais assemblage des fragments d’ADN correspondant au
génome mitochondrial comme déja mentionné (paragraphe « Annotation du génome
mitochondrial de Z. rouxii »). Néanmoins, un génome non circulaire pourrait aussi expliquer
cette absence de résultats de PCR. En effet, des formes linéaires des génomes mitochondriaux

sont retrouvées dans des especes comme C. parapsilosis (Kovac et al., 1984). Pour ces
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génomes linéaires, des séquences répétées en tandem ou inversées sont retrouvées aux
extrémités (Nosek et Tomaska, 2003). De telles séquences inversées et répétées sont
retrouvées au niveau du contig mitochondrial de Z. rouxii, notamment une partie du gene

COX2 qui est retrouvée de chaque coté de cette séquence (Figure 4.8).

D’autres génomes mitochondriaux sont dispersés en plusieurs molécules comme celui
du mésozoaire Dicyema qui possede entre 100 et 1000 molécules d’ADN différentes
(Watanabe et al., 1999). La présence d’un génome morcelé en plusieurs entités pourrait
expliquer la présence de régions inversées, mais €galement celle des grandes régions
intergéniques (Figure 4.8). Ainsi, trois entités nucléotidiques pourraient composer le génome
mitochondrial de Z. rouxii: le premier allant du gene COX2 jusqu’au gene COX3, le
deuxieme comprenant VARI, et le troisieme s’étendant du géne ATP9 jusqu’a la seconde

région du gene COX2 (Figure 4.8).

Toutes ces hypotheéses concernant la topologie de I’ADN mitochondrial de Z. rouxii
nécessitent des travaux expérimentaux supplémentaires. Pour répondre a cette question, il
faudrait extraire I’ADN mitochondrial de maniere spécifique sans contamination avec de
I’ADN nucléaire. Nous pourrions envisager une préparation d’ADN total suivi d’une
séparation en fonction de la densité en gradient de chlorure de césium. Si cette ADN
mitochondrial a une densité différente de I’ADN nucléaire, il pourra étre récupéré, purifi€ et
utilisé pour la caractérisation de sa topologie. Cette caractérisation peut €tre effectuée en
réalisant des électrophoreses en champs alternés par exemple. Si ’ADN est linéaire, une

bande devrait apparaitre sur le caryotype électrophorétique.

L’approfondissement de 1’analyse du génome de Z. rouxii serait notamment
intéressant car cet ADN serait le second génome mitochondrial linéaire caractérisé chez les
levures hémiascomycetes appartenant au groupe des Saccharomycetaceae apres celui de H.
uvarum (Pramateftaki et al., 2006). Son étude permettrait de comprendre les relations entre
les topologies circulaire et linéaire de ces génomes. Elle permettrait également de déterminer

les impacts de ces topologies sur la mitochondrie et son fonctionnement.
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ENSEIGNEMENT ET RECHERCHE







Enseignement et Recherche

En plus de mes travaux de recherche, j’ai également été moniteur durant ces 3 années
de thése. J’ai eu le plaisir d’enseigner les travaux pratiques (TP) et travaux dirigés (TD) de
biochimie pour des étudiants en deuxiéme année de licence. Au niveau des TP, différentes

notions ont été abordées lors de 5 séances différentes :

* Les tests d’identification et de dosage des glucides, des protéines et des acides
nucléiques.

* La purification du lysozyme par colonne échangeuse d’ions et la réalisation d’un
gel d’¢lectrophoréese dénaturant SDS-PAGE.

* Le dosage de l’activit¢ du lysozyme purifié, les calculs de rendement et
d’enrichissement ainsi que sa cristallisation.

e L’¢tude de la fermentation alcoolique par dosage du glucose et de 1’éthanol.

* La caractérisation des lipides par détermination des indices d’acide, de

saponification et d’iode.

Lors de chaque séance, j’ai eu la chance d’encadrer 4 groupe de 30 étudiants environ.
Ces séances de TP sont ponctuées par un contrdle continu qui consiste en une note
d’expérimentation et d’exploitation des résultats obtenus, ainsi qu’en une note attribuée sur la

rédaction d’un rapport suite a une des séances de TP.

Au niveau des TD, j’ai encadré 6 a 7 groupes de 30 étudiants pour deux séances. La
premicre consistait a revoir les bases sur les calculs de dilutions, ’utilisation et la conversion
des unités ou de petits exercices. La seconde séance reposait sur la définition des lipides, leurs
constitutions et caractéristiques, mais également sur des exercices reliant ces lipides a divers
indices comme I’indice de saponification. Au cours de ces TD, un dernier controle continu est

réalisé, notamment dans la réalisation de calculs simples.



Etant d’un naturel introverti, cette expérience de monitorat restera pour moi une
expérience professionnelle mais également personnelle. En effet, elle m’aura en outre appris a
parler avec aisance devant plusieurs dizaines de personnes. De plus, le fait d’étre moniteur
permet de rencontrer des personnes scientifiques hors du laboratoire qui peuvent avoir un
point de vue externe sur un projet. L’inverse étant également vrai, car on a 1’occasion de

parler d’autres thématiques de recherche.

L’autre aspect du monitorat a été I’impact de 1’enseignement sur la recherche, et celui
de la recherche sur I’enseignement. D’un c6té, le fait d’enseigner nécessite sans cesse la mise
a niveau des techniques ou des connaissances que 1’on connait ou que I’on ne connait pas. De
I’autre coté, il me semble judicieux d’agrémenter et d’illustrer les cours par des exemples

précis afin que ceux-ci puissent étre plus compréhensibles pour les étudiants.

A coté de ces activités d’enseignement, j’ai également eu ’occasion de participer & 2
projets de vulgarisation scientifique. Le premier, au courant de 1’été 2008 et d’actualité a ce
moment-1a, consistait a créer un dossier sur les tests ADN. Ce dossier comportait notamment
des parties sur les bases moléculaires de I’ADN et son historique, ainsi que sur les instruments
¢thiques et juridiques encadrant ces tests. Le second projet a consisté a réaliser une
conférence multidisciplinaire pour des étudiants de niveau licence et master. Lors de cette
conférence, en collaboration avec un doctorant en géologie et deux doctorants en
microbiologie, nous avons présenté les micro-organismes dans 1’environnement ainsi que

leurs impacts au niveau de la recherche fondamentale et appliquée.

La participation a ces deux projets m’a appris a simplifier et clarifier mon vocabulaire
scientifique couramment utilis¢ au sein du laboratoire afin d’étre compris par le plus grand

nombre de personnes. Elle m’a aussi appris a travailler sur un travail rédactionnel en équipe.

Enfin, j’ai aussi participé au Nouveau Chapitre de These (NCT) qui permet de faire un
point sur la thése passée en fonction des compétences acquises et non selon les résultats
obtenus. Ce module m’a permis de comprendre que j’avais appris la capacité a exploiter des

résultats négatifs ou positifs mais également a gérer de petits projets.
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Cadre général et enjeux de vos recherches

Présentation succinte

Les Mammiféres et notamment I’Homme sont composés de tissus et d’organes
eux-mémes constitués de cellules. Chaque cellule posséde plusieurs organelles et un noyau
qui renferme 1’information génétique que 1’on connait sous le nom d’ADN. Chez I’'Homme,
cet ADN est réparti sur 46 entités : les chromosomes. De nombreuses maladies humaines sont
dues a des modifications au niveau de I’ADN ; certaines sont issues de petits changements
dans la séquence d’un gene comme dans la Chorée de Huntington ou la modification d’un
seul géne conduit a la maladie, d’autres pathologies peuvent étre dues a des modifications
dans la taille, la structure ou le nombre de chromosomes. Il y a de nombreux exemples de
telles maladies et les plus connues sont sans doute les leucémies ot deux chromosomes

échangent un morceau de leur ADN.

La levure de boulanger Saccharomyces cerevisiae est, comme I’Homme, un
organisme eucaryote, c’est-a-dire un organisme contenant son information génétique dans un
noyau. Cette levure est étudiée pour de multiples raisons depuis plus d’un siecle car c’est un
organisme de petite taille a croissance rapide, facilement conservable. Son génome (c’est-a-
dire ’ensemble de son ADN) a été séquencé en 1996 et de nombreuses techniques sont
utilisées pour divers travaux de génétique, de biochimie, de cytologie, de biologie
moléculaire, etc... Mon sujet de thése s’intéresse aux impacts de divers remaniements
chromosomiques sur la levure S. cerevisiae, que ce soit d’un point de vue morphologique ou
moléculaire. Autrement dit: comment se comporte une cellule eucaryote suite a

chamboulement dans le nombre ou la structure des chromosomes.

Votre recherche dans son contexte

L’équipe dans laquelle j’effectue mon travail de these étudie les levures sur deux
axes distincts : 1’étude des réarrangements chromosomiques chez S. cerevisiae ainsi que

I’étude des génomes des champignons.
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Depuis plus de quinze ans, 'un de ces axes est I’étude des remaniements
chromosomiques chez S. cerevisiae. Plusieurs étudiants avant moi ont tout d’abord
sélectionné des cellules de S. cerevisiae possédant des réarrangements chromosomiques. Ils
ont ensuite caractérisé ces remaniements et ont trouvé des cellules contenant des délétions de
taille variable (une partie manquante d’un chromosome) et des duplications, également de
taille variable (une partie d’'un chromosome est doublée). Ces duplications peuvent étre
intrachromosomiques ou interchromosomiques et des chromosomes chimeres ou
surnuméraires peuvent alors étre créés, comme c’est le cas dans de nombreux cancers.
D’autres étudiants ont également déterminé les mécanismes a la base de la formation de ces
divers remaniements chromosomiques. Mon sujet de thése s’inscrit dans la suite de cette
thématique car il permettrait de finaliser un sujet de plus de quinze ans en déterminant les

conséquences cellulaires et moléculaires de ces réarrangements chromosomiques.

D’autre part, et ce depuis une dizaine d’année, le second axe de travail de 1’équipe
consiste a étudier les génomes des champignons et surtout des levures dans le dessein de voir
I’évolution de ces especes au cours du temps. Cette thématique a donné lieu a la création d’un
consortium d’une douzaine de laboratoires européens, tout en créant de nombreux contacts
internationaux. Un autre aspect de mon sujet de theése entre pleinement dans ce domaine de
recherche car je m’intéresse a 1’évolution des génomes mitochondriaux de certaines levures

hémiascomycetes.

Vous dans ce contexte

Je suis actuellement doctorant en troisieme année de these dans le domaine des
« Aspects Moléculaires et Cellulaires de la Biologie » a Strasbourg. J’ai également été
moniteur pendant ces trois années et j’ai aidé a la réalisation des travaux pratiques et dirigés

en biochimie pour des étudiants en deuxieéme année a la faculté de sciences de la vie.

Je me suis toujours intéressé a tout ce qui est scientifique avec une préférence
pour le domaine des sciences du vivant qui est, selon moi, le plus concret. Suite a I’obtention
de mon baccalauréat en 2002, je me suis naturellement dirigé vers sur la faculté de Sciences

de la vie en m’engageant dans un parcours de biologie générale. Je me suis passionné lors de
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mes premieres années d’université pour la génétique et les mécanismes biologiques. J’ai
ensuite intégré le master de Biologie Moléculaire et Structurale avec un parcours
« Recherche » car, suite a divers entretiens avec des chercheurs et enseignants-chercheurs, j’ai
découvert un métier fascinant que ce soit d’un point de vue professionnel mais également
personnel. En effet, ce métier est passionnant car c’est un milieu intellectuellement stimulant
ou il faut étre capable de mener un projet du début a la fin tout en sachant gérer un budget et
une équipe de travail. C’est donc tout naturellement que j’ai choisi d’effectuer une theése en

génétique dans I’optique de pouvoir intégrer une équipe de recherche.

Déroulement, gestion et coiit de votre projet

Préparation et cadrage du projet

Le sujet de ma theése s’inscrit dans la continuité des thématiques étudiées dans
mon équipe d’accueil, car il s’axe sur une étude de génomique fonctionnelle de la levure S.
cerevisiae ainsi que sur une analyse de génomique comparative des mitochondries des
champignons hémiascomycetes. Pour le premier aspect, mon stage de Master a permis de
mettre au point les différentes techniques nécessaires au commencement de mon travail de
thése. En plus de ces expériences réalisables au sein du laboratoire une collaboration
technique avec la plateforme transcriptomique de I’Ecole Normale Supérieure de Paris a été
entreprise. En vue de cette collaboration, un dossier reprenant une grande partie de mes

premiers résultats et les perspectives de mes travaux a été déposé puis accepté.

Le second axe de ma these repose sur le séquencage et 1’analyse de différentes
especes de levures. Ce travail faisant intervenir les laboratoires du consortium Génolevures,
seuls les chefs de laboratoires et d’équipes ont mené les directives de ce projet. Le s€équencage
a été effectué dans deux centres de séquencage : le Génoscope a Evry et la plateforme de
séquencage de I’Institut de Génétique, Biologie Moléculaire et Cellulaire (IGBMC) de
Strasbourg. Pour mes travaux, des communications avec ces centres de séquencage et des

bioinformaticiens ont été nécessaires.
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Conduite du projet

Les études de génomiques fonctionnelles de S. cerevisaie ont débuté des le début
de ma these et ont été le seul sujet abordé durant cette premiere année de theése. Les
techniques mises au point lors de mon stage de master ont été utilisées sur I’ensemble de ma
collection de souches contenant des réarrangements chromosomiques pour obtenir les
premiers résultats. Une mise au point de nouvelles expériences comme la RT-PCR
quantitative ou la transcription in vitro a également été effectuée. De plus la collaboration

avec I’ENS de Paris a duré jusqu’a I’obtention des résultats a la fin de cette premiere année.

Lors de ma deuxiéme année, mon premier sujet a ét€ un peu remanié. La mise au
point et la reproductibilité des RT-PCR quantitatives n’étant pas optimales, ces techniques ont
da étre mises de coté. Néanmoins, la perte de ces expériences a pu €tre compensée par les
résultats de 1’analyse globale de la transcription de toute ma collection de souches ; une étude
plus approfondie de cette analyse transcriptomique a d’ailleurs été entamée durant cette année
de thése. Au niveau de cet axe d’étude, une collaboration avec un autre chercheur de 1’équipe
a débuté afin de mieux caractériser certains réarrangements chromosomiques. Mon second
sujet, portant sur [’analyse comparative des génomes mitochondriaux des levures
hémiascomycetes, a consisté en une circularisation et en une annotation manuelle du génome
mitochondrial de la levure osmotolérante Pichia sorbitophila et en analyse bioinformatique de
cet ADN. Ces travaux ont abouti a la publication d’un article scientifique dans une revue

internationale.

Dans ma troisieme année de these, j’ai approfondi 1’analyse transcriptomique en
apportant d’autres éléments expérimentaux comme le temps de génération, la consommation
spécifique de glucose ou encore la production d’éthanol pour I’ensemble de ma collection. Le
travail sur la caractérisation des réarrangements chromosomiques a permis la soumission d’un
deuxieéme article, également dans une revue scientifique internationale. Les études sur les
génomes mitochondriaux ont continué sur deux autres especes osmotolérantes :
Zygosaccharomyces rouxii et Pichia farinosa. Malgré beaucoup d’efforts et de temps passé
sur la premiere de ces especes, seul le génome mitochondrial de P. farinosa a pu étre

entiecrement annoté et analysé. En complément de ces génomes, d’autres génomes
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mitochondriaux d’organismes proches de P. farinosa ont été annotés dans le but de faire une

analyse comparative d’especes tres proche phylogénétiquement.

Durant ces trois années de these, j’ai beaucoup communiqué avec mes encadrants,
ayant des réunions tous les quatre mois avec mon directeur de thése et mon chef d’équipe afin
de faire le point sur 1’avancée des travaux et de voir si d’éventuelles réorientations étaient
nécessaires. En plus de ces réunions, j’ai dii animer deux a trois réunions d’équipe ou de

laboratoire par an.

Estimation et prise en charge du cofiit du projet

Le cot total de ma these est d’environ 150.000 € dont la majeure partie (75%)
est requise pour les ressources humaines. Les infrastructures et les produits consommables ne
représentent qu’environ 8 et 10%. La partie ressources humaines ainsi qu’une part des
consommables est financée par le ministere de la recherche ou par le CNRS. Les autres
apports importants sont ceux crédités par I’Université de Strasbourg et une allocation allouée

a un jeune chercheur m’encadrant (ANR jeune chercheur).

Nature Colt (euros)
Ressources humaines 115327
Doctorant 77607
Encadrant 37720
Consommables 19446
Infrastructures 9720
Matériels 3868
Déplacements 500
Formation 2050
Documentation et Communication 1155
Total 152066
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Codt de la thése Répartition des contributeurs

Ressources Humaines Ministére
1 Consommables \ " Université
Infrastructures GDR
Matériels Allocation jeune chercheur
Déplacements " Autres
Formations
" Documentation

Compétences, savoir-faire, qualités professionnelles et

personnelles illustrées par des exemples

Mon travail de thése est ma premiére expérience professionnelle dans le domaine
scientifique et m’a permis d’apprendre et de comprendre les enjeux liés a ce travail. Mon sujet
de these sur les réarrangements chromosomiques chez S. cerevisiae ainsi que sur I’évolution
des mitochondries chez les levures hémiascomycetes m’a permis d’acquérir de nombreuses
compétences expérimentales mais également intellectuelles. Outre les manipulations
génétiques de base, des techniques de biologie moléculaire, de biologie cellulaire, de
biochimie ou encore de bioinformatique ont di étre mises au point au cours de ces travaux. La
mise en place de ces expériences a nécessité des savoirs qui allaient au-dela de mes
connaissances de base et m’a permis d’élargir mes compétences. Ces nouvelles expériences
m’ont également permis de m’investir dans la documentation, la recherche ou la réflexion sur

de nouveaux outils d’étude.

L’un des principaux apprentissages que je peux retirer de mon travail de thése est
I’aisance orale dans la communication avec autrui. Plutét réservé de nature, les réunions et
séminaires au sein du laboratoire, en corrélation avec le fait d’avoir été moniteur pendant 3

années, m’ont appris a parler en public avec assurance. J’ai par ailleurs acquis la capacité a
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organiser et optimiser mon temps de travail dans le but de perdre le moins de temps possible.
Grice a l’acquisition de ces compétences, j’ai pu mener a terme des travaux comme les
analyses des génomes mitochondriaux, travaux pour lesquels j’ai di faire des démarches

scientifiques que je n’aurais pas crues possibles en début de these.

Malgré une grande autonomie, mes travaux n’auraient pu aboutir si j’avais
travaillé seul. Le fait d’étre entouré d’une équipe compétente, d’avoir des réunions et des
discussions régulieres avec mon directeur de thése et mes encadrants, m’ont permis d’acquérir
de nombreuses connaissances expérimentales et intellectuelles. Malgré une bonne
organisation au sein du laboratoire, certaines taches restent a la charge des expérimentateurs
comme les commandes de produits consommables. Ainsi, j’ai pu comprendre que la
commande d’un produit n’est pas si simple et que de nombreuses étapes entrent en compte

comme le fait de demander un devis, afin de prévoir au mieux les dépenses futures.

En plus du travail d’expérimentateur, la vie d’un chercheur est rythmée par les
congreés nationaux et internationaux et par la rédaction d’articles pour montrer les
aboutissements de recherches qui peuvent prendre plusieurs années. L’anglais étant la langue
scientifique internationale, sa maitrise est nécessaire. Ma participation a des cours et a des
congres ainsi que la rédaction de publications ont été I’occasion de perfectionner mon niveau

dans cette langue.

L’un des principaux freins a un avancement des travaux est 1’aptitude a exploiter
les résultats obtenus, qu’ils soient positifs ou négatifs, significatifs ou non. Cette capacité
d’analyse et d’exploitation des données a été indispensable pour traiter mes résultats. Pendant
ma these, j’ai eu la chance de cotoyer de nombreux étudiants en thése et certains stagiaires
dont I’un que j’ai encadré. Cette période d’encadrement m’a permis de proposer, de gérer et
de manager un petit projet qui pouvait €tre mené a son terme dans une période de temps

définie.
Malgré un nombre de collaboration assez restreint lors de ma these, j’ai eu

I’occasion de rencontrer de nombreuses personnes du monde scientifique dont les domaines

d’activité sont variés, ce lors de congres, de formations proposées par 1’école doctorale ou
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d’autres formations. Grace aux réunions organisées entre les personnels des laboratoires
appartenant au consortium Génolevures, j’ai pu de rencontrer de nombreux scientifiques
reconnus sur le plan international. De plus, je reste en contact avec d’anciens doctorants du
laboratoire qui me donnent d’autres points de vue sur ma thése et dont les parcours

professionnels me permettent de voir des perspectives de carrieres.

Toutes les connaissances expérimentales que j’ai pu acquérir durant mes trois
années de theése ne sont pas directement transférables a tous les domaines scientifiques méme
si certaines techniques de biologie moléculaire sont assez ubiquitaires, comme les
amplifications de type PCR par exemple. Par contre, le fait de pouvoir standardiser de
nouveaux protocoles et de nouvelles expériences, d’analyser les résultats avec rigueur et
sérieux, de mettre en place et de gérer un projet, ainsi que 1’aisance a communiquer a 1’oral et
a I’écrit sont des compétences que j’ai acquises et que je pense pouvoir adapter dans d’autres

domaines.

Résultats, impacts des recherches

Le premier axe de recherche de ma theése, reposant sur les impacts des
réarrangements chromosomiques, est la suite et la finalité d’une étude qui a commencé il y a
plus de quinze ans. Mon apport dans cette analyse a eu comme résultat la soumission d’un
article scientifique portant sur les mécanismes d’apparition de certains remaniements
chromosomiques. Un second article sur les impacts de ces réarrangements chromosomiques
est en préparation. L’étude portant sur I’analyse des génomes mitochondriaux des levures
hémiascomycetes s’inscrit dans la thématique de mon équipe d’accueil et du consortium de
laboratoires Génolevures. Ces études ont permis la publication d’un article scientifique et la
soumission d’un autre dans des revues internationales. Mon apport dans les études du

consortium Génolevures devrait également aboutir a la préparation d’un article scientifique.
Les résultats obtenus a partir de mon sujet de thése pourraient mener a la

publication de quatre articles dans des revues scientifiques d’ici a la fin de 1’année. Mon

implication dans le consortium Génolevures pourrait méme apporter une cinquieme
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publication. Méme si ces €tudes n’ont pas d’impacts d’un point de vue économique ou
industriel, elles peuvent en avoir sur la recherche fondamentale car elles permettent de voir les
effets de divers réarrangements chromosomiques naturellement sélectionnés sur la cellule et
de comprendre d’autres aspects de certaines maladies de type cancer. De plus, la
compréhension de ’Evolution des espéces reste un challenge scientifique trés intéressant car
elle permet de voir comment certains organismes s’adaptent a un environnement et comment
ils évoluent. Les études sur 1’évolution des génomes mitochondriaux pourraient ouvrir la voie
a de nouvelles investigations dans des especes de levures proches de Pichia stipitis,
champignon connu pour former du bioéthanol a partir du xylose, un sucre présent dans la

lignocellulose des plantes.

La publication de quatre ou cinq articles scientifiques dans des revues
internationales dans une courte période de temps atteste de mes qualités dans les domaines
scientifiques centraux de ma these. Le fait d’avoir deux axes d’études différents, avec des
outils d’analyse et des organismes différents montrent mon implication et ma capacité a

devenir rapidement performant dans divers domaines.

Identifications de pistes professionnelles

Le métier de chercheur ou d’enseignant-chercheur est un métier passionnant qui
nécessite de nombreuses connaissances et de rester au courant des avancées scientifiques. Le
fait de travailler dans un environnement intellectuellement stimulant, d’étre en contact
permanent avec des personnes curieuses d’apprendre est également un aspect intéressant de ce
métier. Néanmoins, la recherche plus appliquée, pharmaceutique ou clinique, m’intéresse
particulierement. Méme si mes connaissances expérimentales ne sont pas exactement celles
qui sont recherchées par des recruteurs, le fait de pouvoir transférer mes compétences dans

ces domaines et ma capacité d’adaptation semblent €tre des atouts.

Les postes de chargé de recherche dans différentes sociétés comme ROCHE

nécessitent souvent quelques années d’expériences dans le domaine de la recherche ou des
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études précliniques ou cliniques. Etant trés intéressé par ce genre de postes, une adaptation a
ce style de recherche dans des entreprises de type CRO, dans la recherche préclinique ou dans

leur département de Recherche et Développement, me semble étre un prérequis.

Enfin, les profils de postes offerts par des groupes pharmaceutiques tel que
NOVARTIS sont tres attractifs car ils offrent de nombreuses possibilités de recherche et
développement au sein de leur entreprise. La recherche de diagnostic médical pour déterminer

divers types de maladies retient tout spécialement mon attention.
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Here, we report the complete nucleotide sequence of the 39 107-bp mitochondrial
genome of the yeast Pichia sorbitophila. This genome is closely related to those of
Candida parapsilosis and Debaryomyces hansenii, as judged from sequence simila-
rities and synteny conservation. It encodes three subunits of cytochrome oxidase
(COX1, COX2 and COX3), three subunits of ATP synthase (ATP6, ATP8 and
ATP9), the seven subunits of NADH dehydrogenase (NADI-6 and NAD4L), the
apocytochrome b (COB), the large and small rRNAs and a complete set of tRNAs.
Although the mitochondrial genome of P. sorbitophila contains the same core of
mitochondrial genes observed in the ascomycetous yeasts, those coding for the
RNAse P and the ribosomal protein VAR1p are missing. Moreover, the mtDNA of
P. sorbitophila contains several introns in its genes and has the particularity of
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possessing an intron, which is not linked to any upstream exon.

Keywords
mitochondria; Pichia sorbitophila; tRNA,; intron;
organelle.

Introduction

Mitochondria are organelles that are ubiquitously present in
eukaryotic organisms and always perform the same funda-
mental role: they allow the production of energy through
oxidative phosphorylation or the citric acid cycle (Gray
et al., 1999). mtDNA is a small molecule consisting mostly
of coding sequences that lack the complexity of the nuclear
genome and is used to explore the evolution of higher
eukaryotes. The organelle genome database GOBASE
(O’Brien et al., 2009) contains > 900 000 mitochondrion-
encoded sequences from a wide range of eukaryotic taxa,
including ascomycetous yeasts that have a remarkable varia-
tion in size and gene content.

The length of mtDNA in ascomycetous fungi varies from
20kb in Schizosaccharomyces pombe (Lang et al., 1985) to
> 100kb in Podospora anserina (Cummings et al., 1990). In
spite of this variation in size, ascomycetous yeasts contain
the same core of mitochondrial genes: three subunits of
cytochrome oxidase (COX1, COX2 and COX3), three sub-
units of ATP synthase (ATP6, ATP8 and ATP9 — except
P. anserina, which lacks the ATP9), the apocytochrome
b (COB), the small and the large rRNAs and a set of tRNAs

FEMS Yeast Res 11 (2009) 1-8

able to recognize all codons situated within the protein-
coding genes. By contrast, some genes are absent in certain
organisms such as those encoding the seven hydrophobic
subunits of NADH dehydrogenase complex I in Saccharo-
myces cerevisiae (Foury et al., 1998). Moreover, the genes
coding for the ribosomal protein VARIp and the RNA
subunit of the mitochondrial RNAse P (RPM1) are missing
in most of the completely sequenced hemiascomycetous
yeast mitochondrial genomes (Table 1).

Pichia sorbitophila is a hemiascomycetous yeast that has
been isolated as a contaminant of 70% sorbitol solution and
has the special feature of being highly resistant to osmotic
stress, in particular to salt stress (4 M NaCl). Here, we have
determined the complete nucleotide (nt) sequence of the
mtDNA of P. sorbitophila (CBS7064 strain). It is a circular
molecule of 39 107 bp, containing 14 protein-coding genes:
three subunits of cytochrome oxidase (COXI, COX2 and
COX3), the apocytochrome b (COB), three subunits of ATP
synthase (ATP6, ATP8 and ATP9) and the seven subunits of
NADH dehydrogenase (NADI-6 and NAD4-L). It also
contains the small and the large rRNAs as well as a complete
set of tRNAs, whereas the VARI and RPMI genes are
missing. The mtDNA of P. sorbitophila contains several
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Table 1. Summary of the mitochondrial features of previously sequenced mitochondrial DNA of hemiascomycetous yeasts

Genome COB ATP6, NADH VAR  Intronic RNAse

Species Topology size(nt) % GC COX1,2,3 7,8 dehydrogenase 1 ORFs tRNAs  rRNAs P
Saccharomyces cerevisiae C 85779 17 4 3 1 11 24 2 1
Saccharomyces servazzii C 30782 22 4 3 1 4 23 2 1
Saccharomyces castelli C 25753 20 4 3 1 1 23 2 1
Candida glabrata (torpulosis) C 20063 17 4 3 1 3 23 2 1
Vanderwaltozyma polyspora C 21684 15 4 3 1 23 NA NA
Kluyveromyces thermotolerans C 23584 24 4 3 1 3 24 2 1
Kluyveromyces lactis C 40291 26 4 3 1 1 22 2 1
Ashbya gossypii C 23564 18 4 3 1 23 2
Hanseniaspora uvarum L 18844 29 4 3 1 23 2

Pichia canadensis C 27694 18 4 3 7 1 2 25 2
Debaryomyces hansenii C 29462 27 4 3 7 4 25 2

Candida metapsilosis L 24152 25 4 3 7 1 24 2

Candida neerlandica C 32141 24 4 3 7 4 24 2
Candida orthopsilosis C 22528 25 4 3 7 1 24 2

Candida parapsilosis L 32745 23 4 3 7 6 24 2

Candida albicans C 40420 32 2 3 7 NA 30 2
Yarrowia lipolytica C 47916 22 4 3 7 10 27 2
Candida zemplinina C 23114 21 4 3 1 7 25 2

Pichia sorbitophila C 39107 23 4 3 7 11 25 2

Mitochondrial DNA can be circular (C) or linear (L) and its size varies from 85 779 bp in Saccharomyces cerevisiae to 18 844 bp in Hanseniaspora uvarum
always with a low GC content. All these species contain the same core of genes except for the genes coding the NADH dehydrogenase, the VAR1

protein and the RNAse P.
NA, not applicable.

introns in its genes and has the particularity of possessing an
intron, which is not linked to any upstream exon.

Materials and methods

Strain, genome sequencing and sequence
assembly

The P. sorbitophila strain used is CBS7064. Complete gen-
ome sequences (determined at Genoscope) were automati-
cally assembled from shotgun Sanger sequencing reads using
ARACHNE (Jaffe et al., 2003). One 31-kb contig showing
identity with known yeast mtDNA was obtained. Further
PCR analysis and sequencing reactions were performed in
order to complete the mtDNA sequence.

Gene annotation

The BrLasTx program (Altschul et al., 1997) was used to
compare the P. sorbitophila mtDNA with proteins from
annotated yeast mitochondrial genomes of S. cerevisiae
(Foury et al., 1998), Hanseniaspora uvarum (Pramateftaki
et al., 2006), Candida orthopsilosis (Kosa et al., 2006),
Candida metapsilosis (Kosa et al., 2006), Pichia canadensis
(Sekito et al., 1995), Candida parapsilosis (Nosek et al.,
2004), Candida albicans (Anderson et al., 2001), Yarrowia
lipolytica (Kerscher et al., 2001), Kluyveromyces lactis (Ziva-
novic et al., 2005), Kluyveromyces thermotolerans (Talla et al.,
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2005), Candida glabrata (Koszul et al.,, 2003), Candida
neerlandica (Valach et al., 2008), Candida zemplinina (Pra-
mateftaki et al., 2008), Debaryomyces hansenii (unpublished
data), Saccharomyces servazii (Langkjaer et al., 2003) and
Saccharomyces castellii (Langkjaer et al., 2003). Large and
small ribosomal genes were identified by BLASTN comparison
with D. hansenii, C. parapsilosis and S. cerevisiae whereas
tRNA genes were assigned using two programs: TRNASCAN-SE
and ARWEN (Lowe & Eddy, 1997; Laslett & Canbick, 2008).

Results and discussion

General features and protein-coding genes

The complete mitochondrial sequence from P. sorbitophila is
a circular molecule of 39 107 bp, characterized by a low GC
content of 23% (Fig. 1). As for the other yeast mitochondrial
genomes available, the size of this DNA is smaller than the
S. cerevisiae one, but relatively close to those of K. lactis and
C. albicans (Table 1). This mtDNA molecule is compact
because intergenic sequences represent only 7.8% of it. The
rest of this genome is composed of 41 genes encoded and
transcribed from the same DNA strand except for a dubious
OREF (Fig. 2, Table 2). Among these 41 genes, there are 14
protein-coding genes, which encode three subunits of cyto-
chrome oxidase (COX1, COX2 and COX3), three subunits of
ATP synthase (ATP6, ATP8 and ATPY), the apocytochrome
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Fig. 1. Circular DNA map of the mitochondrial genome of Pichia sorbitophila. The outer circle indicates the localization of protein-coding (blue), tRNA
(red) and rRNA (green) genes; some of these contain several introns (white). All genes are transcribed clockwise, except a dubious ORF (yellow). The
inner circle represents the transcript units determined thanks to the position of the initiation and cleavage sites as well as the position of the RNA genes,

used for RNA punctuation processing mode.

b (COB) and the seven subunits of NADH dehydrogenase
(NADI-6 and NAD4-L). The other 27 genes represent the
small and the large subunits of the rRNA as well as a
complete set of tRNAs.

Noncoding RNAs

rRNAs

Completely sequenced mitochondrial yeast genomes are
characterized by the small and the large rRNAs containing
none, one or two introns (Jacquier & Dujon, 1983). The
P. sorbitophila mtDNA possesses these two rRNAs. The large
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rRNA has two introns and the first one has exactly the same
intron—exon boundaries as in S. cerevisiae and K. thermo-
tolerans (Jacquier & Dujon, 1983). The presence of these
introns allows us to classify this species as omega-plus
(Jacquier & Dujon, 1985). Nevertheless, none of it codes
for endonuclease as described for S. cerevisiae (Jacquier &
Dujon, 1983).

tRNAs

A complete set of 25 tRNA genes has been identified in the
mitochondrial genome of P. sorbitophila, which is able to
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decode all codons present in the ORFs (Table 2). The
tRNAM gene is present in three copies and all of them
recognize the same AUG codon. On the other hand,
tRNA™S, tRNA" and tRNASS genes are represented twice,
but are characterized in each case by different anticodons.

As in all sequenced yeast mitochondrial genomes, the P.
sorbitophila one codes for a tRNA™ that recognizes UGA
codons and, like in the majority of these mtDNA, tRNA*'8
decodes CGN codons. All tRNAs contain 7nt in their
anticodon loop as in the universal genetic code, except for
tRNA™ and tRNA'™, which possess 9 nt. Because of the
size of these loops, tRNAs that recognize CUN codons are
considered to accept leucine, contrary to S. cerevisige, in
which these codons are decoded as threonine (Miranda
et al., 2006).

Introns

Introns of protein-coding genes

Mitochondrial introns can be classified into two groups (I
and II) depending on their structure and splicing mechan-
ism (Lang et al., 2007). They can either be linked in frame
with the upstream exon or be free-standing (Haugen et al.,
2005). Group I introns code for proteins (RNA maturases or
endonucleases) that are classified into four distinct families
in accordance to their secondary structure and their protein
motifs: LAGLIDADG, GIY-YIG, HNH and His-Cys box. On
the other hand, group II introns code for reverse transcrip-
tases that are necessary for their own homing mechanism.
The P. sorbitophila mitochondrial genome contains 14
introns in protein-coding ORFs distributed between three
genes: COX1, COB and NAD5. Among these 14 introns, 11
code for proteins that have been classified in accordance to
their secondary structure by the ANABENCH program (Badidi
et al., 2003): 10 of these introns belong to group I, all of
which are classified into the LAGLIDADG family, and the
last one belongs to group II. In the COX1I gene, there are five
group I and one group II introns, whereas in COB and
NAD5, only group I is present (three and two introns,
respectively). All these intron-coding proteins are linked in
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Fig. 2. Multiple alignments of the mitochondrial
protein ATP9 of Pichia sorbitophila (PISO),
Debaryomyces hansenii (DEHA), Candida
parapsilosis (CAPA), Kluyveromyces
thermotolerans (KLTH), Saccharomyces cerevisiae
(SACE) and Yarrowia lipolytica (YALI), using the
mitochondrial genetic code of S. cerevisiae. Gray
and white blocks correspond to the AUA and
CUN codons, and allow the assignment of these
codons to isoleucine and threonine instead of
methionine and leucine.
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frame with the upstream exon. They start with an ATG
codon and finish with a TAA in the introns, except for the
first COX1 intron that ends with TAG.

Sign of intron mobility

Homing and transposition are two mechanisms that confer
groups I and II introns with mobility within the genome.
The first one allows for lateral transfer between two alleles,
while the second is used to create free-standing introns
(Belfort & Perlman, 1995; Chevalier & Stoddard, 2001). One
intron found in the mitochondrial genome of P. sorbitophila
can be defined as a relic of intron mobility by transposition
as it does not take place on the transcribed DNA strand and
is not located in any gene.

Genetic code and codon usage

Mitochondria often use the genetic code differently from the
standard genetic code (Knight et al., 2001). As described
previously, the mtDNA of P. sorbitophila codes for a tRNA™
able to decode the UGA codon like in all completely
sequenced hemiascomycetous yeast mitochondrial gen-
omes. Furthermore, multiple alignments of proteins from
P. sorbitophila, D. hansenii, C. parapsilosis, K. thermotolerans,
S. cerevisiae and Y. lipolytica allow us to analyze this genetic
code more in detail. They highlight the fact that the
P. sorbitophila code differs from that of S. cerevisiae (Fig. 2).
Indeed, as proven for C. parapsilosis and P. canadensis,
codons AUA and CUN are decoded as isoleucine and leucine
instead of methionine and threonine in S. cerevisiae (Sekito
et al., 1995; Nosek et al., 2004). This is in direct relation to
the size of the anticodon loop of the corresponding tRNAs:
they contain 9 and 7nt in the case of S. cerevisiae and
P. sorbitophila, respectively.

The codon usage of exonic and intronic ORFs shows a
strong bias toward codons that are rich in A or T, preferen-
tially for those ending with one of these two nucleotides
(Table 3). All codons are represented at least once, even if six
of these codons are specific to intronic ORFs.

FEMS Yeast Res 18 (2009) 1-8
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Table 2. Position of genes in the mitochondrial DNA of Pichia sorbitophila

Genes Coordinates (nt) Function
tRNA®E" 37-120 Anticodon: UGA
tRNALEY 124-196 Anticodon: UAG
ND4 295-1602 NADH dehydrogenase, subunit 4
tRNAMet 1602-1673 Anticodon: CAU
tRNAMet 1679-1749 Anticodon: CAU
tRNA"® 3097-3167 Anticodon: GAU
tRNAC 3186-3258 Anticodon: UUG
tRNAAP 3260-3331 Anticodon:GUC
tRNASE 3349-3428 Anticodon: GCU
tRNAA™ 3432-3503 Anticodon: ACG
COB Join (3565-3957, 5215-5250, 6388-6438, Apocytochrome b
6801-6827, 8045-8293, 9402-9797)
tRNAAY 9851-9921 Anticodon: UCU
tRNAY! 9969-10040 Anticodon: UAC
tRNA™ 10043-10114 Anticodon: UCA
tRNAPhe 10123-10195 Anticodon: GAA
tRNAYS 10226-10296 Anticodon: UUU
COX3 10359-11168 Cytochrome c oxidase, subunit 3
ND4L 11233-11487 NADH dehydrogenase, subunit 4L
ND5 Join (11489-12070, 13209-13415, 14636-15502) NADH dehydrogenase, subunit 5
COX1 Join (15602-15856, 17185-17328, 18514-18834, Cytochrome c oxidase, subunit 1

20202-20357, 21555-21653, 24084-24173,

25478-25528, 27931-28392)

tRNAA
cox2
tRNAA"
ND6
ND1
ATP9
tRNALeY
tRNAD
tRNAS
tRNAMet
tRNAT"
tRNASM
tRNACY
tRNAY*®
tRNAF™
ATPS
ATP6
ND2
ND3

31344-31415
31453-32178
32180-32250
32313-32753
32753-33694
33785-34015
35485-35564
35571-35654
35657-35727
35733-35803
35813-35883
35902-35972
35980-36051
36053-36125
36203-36275
36324-36470
36552-37307
37321-38538
38702-39085

Anticodon: UGC

Cytochrome c oxidase, subunit 2
Anticodon: GUU

NADH dehydrogenase, subunit 6
NADH dehydrogenase, subunit 1
ATP synthase, subunit 9
Anticodon: UAA

Anticodon: GUA

Anticodon: GUG

Anticodon: CAU

Anticodon: UGU

Anticodon: UUC

Anticodon: UCC

Anticodon: GCA

Anticodon: UGG

ATP synthase, subunit 8

ATP synthase, subunit 6

NADH dehydrogenase, subunit 2
NADH dehydrogenase, subunit 3

Coordinates of protein-coding genes correspond to the start and stop codons whereas tRNA coordinates (light gray) have been deduced thanks to their

secondary structure predictions.

Coordinates of rRNA genes (dark gray) have been determined by similarity to Debaryomyces hansenii. The anticodon of each tRNA has been ascertained
by the TRNASCAN-SE and ARWEN programs.

Synteny

Gene order in the mitochondrial genome of P. sorbitophila is
particularly close to that of D. hansenii and C. parapsilosis

(Fig. 3). Indeed, large blocks of genes are conserved between
these species. Among these syntenic blocks, some genomic

FEMS Yeast Res 11 (2009) 1-8

rearrangement can be highlighted as inversions. For exam-
ple, genes located between the small rRNA and the tRNA"
are found in different positions in the mitochondrial
genomes of D. hansenii and C. parapsilosis (Fig. 3).

By contrast, comparison of the synteny between the
mtDNA of P. sorbitophila and other sequenced yeast

© 2009 Federation of European Microbiological Societies
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Table 3. Codon usage of exonic and intronic protein-coding genes in the mitochondrial genome of Pichia sorbitophila

Codon a.a Exonic Intronic  Codon a.a. Exonic Intronic  Codon a.a. Exonic Intronic  Codon a.a. Exonic  Intronic
TIT F 151 294 TCT S 108 144 TAT Y 198 375 TGT C 36 64
T7C F 104 94 TCC S 3 13 TAC Y 30 37 TGC C 2 7
TTA L 518 550 TCA S 92 134 TAA * 14 10 TGA W 52 97
TG L 1 14 TCG S 1 5 TAG * - 1 TGG W 2 8
cTT T 38 50 CCT P 89 100 CAT H 63 124 CGT R 20 32
CTC T 1 1 CCC P 1 5 CAC H 12 22 CGC R - 2
CTA T 20 36 CCA P 51 58 CAA Q 60 112 CGA R - 2
CTG T 1 6 CCG P - 1 CAG Q - 12 CGG R 1 1
ATT | 147 273 ACT T 116 155 AAT N 146 536 AGT S 89 139
ATC | 52 50 ACC T 1 8 AAC N 29 46 AGC S 3 9
ATA M 298 459 ACA T 86 118 AAA K 87 451 AGA R 65 135
ATG M 113 162 ACG T 1 4 AAG K 1 35 AGG R 1 10
GTT V 107 103 GCT A 131 127 GAT D 82 193 GGT G 147 225
GTC \Y 7 13 GCC A 6 13 GAC D 8 3 GGC G - 3
GTA Y 130 155 GCA A 78 99 GAA E 89 169 GGA G 90 129
GTG \Y 2 12 GCG A 6 4 GAG E 14 23 GGG G 13 7
Amino acids (a.a.) are represented with one-letter codes.
*Stop codon.

S. cerevisiae C. glabrata K. thermotolerans P, canadensis D. hansenii P, sorbitophila C. parapsilosis Y. lipolytica

ATP8
Lys ATP6
Arg

Gly

Arg

Tyr

Lys
Lys Arg
Arg €])
Gly
rRNA s His
Met Met
Tyr Tyr
Asn Asn
Ala Ala

ATP9 Trp
Trp

Fig. 3. Synteny of different hemiascomycetous yeast mitochondrial genomes sequenced. Random synteny blocks have been designed with Pichia
sorbitophila as the origin. The order of genes of P sorbitophila, Debaryomyces hansenii and Candida parapsilosis is well conserved, showing a close
relationship of these species. Among their mtDNA, some genomic rearrangements such as translocations are found.
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mitochondrial genomes show large differences, for example
with Y. lipolytica (Fig. 3). Nevertheless, several groups of
genes are conserved among hemiascomycetous yeast species
and are always located one beside the other: ATP6-ATPS,
NADI-NAD6, NAD2-NAD3 and NAD5-NAD4-L. These
pairs of genes are also situated in the same polycistronic
transcripts.

Putative transcription initiation and
endonucleolytic cleavage sites

The nonanucleotide motif sequence TATAAGTAA is identi-
fied as the transcription initiation site in S. cerevisiae, and
similar sequences are found in other yeast mitochondrial
genomes (Schifer, 2005). The TATAAGAA motif is found
twice in the mtDNA of P. sorbitophila, located upstream
from the genes coding for the COX3 protein and tRNA™",
leading to two putative preprocessing transcripts.

On the other hand, the dodecanucleotide motif AATAA-
TATTCTT has been defined as the sequence that is required
for RNA processing in S. cerevisiae; these sequences are
present downstream from most of the protein-coding genes
(Schifer, 2005). Similar motifs are found among yeast
mitochondria. In P sorbitophila, the motif HWTA-
TATTCWT is found six times, downstream from the pro-
tein-coding genes COB, NAD5, NADI and ATPY, and the
small rRNA and tRNA""®, Moreover, the localization of the
tRNA genes in this genome leads us to think that the RNA
punctuation mode is also used for RNA processing (Schifer,
2005). Indeed, they are present in clusters except for few
tRNAs that flank the NAD4 and COX2 genes, leading to the
release of the monocistronic mRNA (Fig. 1).

Considering this RNA punctuation processing mode as
well as the initiation and cleavage motif sites, five mono-
cistronic (NAD4, COB, COXI, COX2 and ATP9), one
bicistronic (NAD6-NADI) and two polycistronic transcripts
(COX3-NAD4L-NAD5 and ATP8-ATP6-NAD2-NAD3) have
been defined and are cotranslated (Fig. 1).

Conclusion

The mitochondrial genome of P. sorbitophila is similar to
many fungal mtDNAs in that it contains the usual set of
genes. Furthermore, it also possesses the seven hydrophobic
subunits of the NADH dehydrogenase, but VARI and
RPMI genes are missing. In addition, the high proteic
similarity rate and the syntenic block conservation show a
very close phylogenic relationship with D. hansenii and
C. parapsilosis. The high proportion of introns in the
mtDNA of P. sorbitophila and the dubious ORF (corre-
sponding to the free-standing intron) can explain the
difference of length between these species (about 39kb
against 29 and 32 kb, respectively).

FEMS Yeast Res 11 (2009) 1-8

The mtDNA of P. sorbitophila also allows confirmation of
the fact that the S. cerevisiae mitochondrial genetic code is
not conserved across the hemiascomycetes fungi. Indeed,
codons AUA and CUN are decoded as isoleucine and leucine
like in the universal code instead of methionine and
threonine as in the case of S. cerevisiae mitochondria.

Many more questions remain unanswered. For example,
no origins of replication were found in the P. sorbitophila
mitochondrial genome from sequence comparison with the
consensus pattern from S. cerevisiae. Moreover, the DNA
sequence of P. sorbitophila, completely sequenced and under
annotation, will probably highlight some nuclear mtDNA
such as VARI and RPMI genes. It will also provide useful
information for further studies on its function in the future.
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Abstract Yeasts of the Pichia genus have been isolated
from different natural environments. Phylogenies based on
multigene sequence analysis have shown that the genus is
polyphyletic. Some species of this genus are member of the
CTG group. In order to have a better insight into the rela-
tionship among species assigned to the yeast genera Pichia
into the CTG group, we first sequenced the mitochondrial
genome of the osmotolerant yeast Pichia farinosa. We then
compared this genome with mitochondrial genomes of
yeasts of the CTG group. The P. farinosa mitochondrial
DNA is a circular-mapping genome of 32,065 bp, which
contains 43 genes transcribed from both strands. It contains
a complete set of tRNAs, the small and the large rRNAs, as
well as 14 protein-coding genes. Yeasts of the CTG group
contain the same core of mitochondrial genes. Phylogenetic
analysis based on mitochondrial sequences clearly shows
that the CTG group is divided into two distinct clades: the
first one contains diploid Candida species, whereas the sec-
ond mainly contains haploid Pichia species. Moreover, this
analysis provides clear evidence that Pichia farinosa and
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Pichia sorbitophila, which were known to be unique
species, are two distinct species.
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Introduction

Hemiascomyceteous yeasts are fungi that spread from the
well-studied Saccharomyces cerevisiae to Yarrowia lipoly-
tica. This subphylum of Ascomycota is divided into three
major groups: the Saccharomycetaceae family, the CTG
group and the Dipodasceae family (Dujon 2010). They are
composed by more than a thousand species that cover large
phylogenetic distances, and hence, they represent a unique
opportunity for evolutionary genomics studies.

The Saccharomycetaceae family, which has been phylo-
genetically well studied and divided into 14 clades, con-
tains notably the genera Saccharomyces, Kluyveromyces
and Zygosaccharomyces (Kurtzman and Robnett 2003).
The Dipodasceae and related families comprise species
such as Arxula adenivorans, Pichia pastoris and Yarrowia
lipolytica (Dujon 2010). The CTG group is composed pre-
dominantly of Candida and Pichia species that have the
specificity to decode CUG codons as serine rather than leu-
cine as described in the universal genetic code (Ohama
et al. 1993; Santos and Tuite 1995). Most of the human
pathogens are known to belong to this group (e.g. Candida
albicans and Candida parapsilosis). In addition to Candida
species, this group also contains the marine yeast Debary-
omyces hansenii, the xylose-fermenting yeast Pichia stipitis
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and other Pichia species such as Pichia anomala and
Pichia farinosa, which were collected from immunocom-
promised patients or people affected by a cancer (Adler
et al. 2007; Bakir et al. 2004)

The CTG group is monophyletic. Nevertheless, species
belonging to this group are taxonomically classified in
different genus. Some genera contain species, which do not
necessarily share the same properties such as the codon
reassignment previously mentioned. This is particularly the
case within the Pichia genus, which is polyphyletic. This
genus is therefore considered as artificial, and placement of
Pichia species into phylogenetically genera has been partly
resolved from the sequence analysis (Kurtzman and Fell
1998). Recently, Pichia species that form coenzyme Q-9
were phylogenetically analyzed from D1/D2 domains of
the large subunit (LSU) and small subunit (SSU) rRNA
genes (Kurtzman and Suzuki 2010). Based on their phylo-
genetic analysis, the authors proposed five new genera such
as Meyerozyma and Millerozyma. The latest includes the
species P. farinosa. Both genera (Meyerozyma and Mille-
rozyma) contain yeasts that are classified into the CTG
group and have been isolated from different environments.
P. farinosa, which is also osmotolerant, has been found in a
Jopen beer and in some patient with cancer, whereas Pichia
sorbitophila has been isolated from a contaminant of a 70%
sorbitol solution (Rodriques de Miranda et al. 1980; Adler
et al. 2007). These two yeasts have physiological differ-
ences, but previous taxonomic analysis described them as
the same species (Kurtzman and Fell 1998; Maresova and
Sychrova 2003).

To assess genetic relationships between P. farinosa and
P. sorbitophila as well as among species of the CTG group,
we compared the mitochondrial DNA sequences, consider-
ing the high degree of sequence conservation of these
organelles. To better characterize mitochondrial genome
evolution in the CTG group, we first completely sequenced
and annotated the mtDNA of Pichia farinosa (CBS 185).
Moreover, we have also annotated the mt genomes of
closely related species, which have already been
sequenced: Pichia stipitis, Pichia guilliermondii, Candida
tropicalis and Lodderomyces elonisporus (Jeffries et al.
2007; Butler etal. 2009). All these mt genomes were
compared to mtDNA of related yeasts of the CTG group:
Debaryomyces hansenii, Pichia sorbitophila, Candida
albicans, Candida parapsilosis, Candida metapsilosis,
Candida orthopsilosis and Candida neerlandica (Sacerdot
et al. 2008; Jung et al. 2009; Anderson et al. 2001; Nosek
et al. 2004, Kosa et al. 2006; Valach et al. 2008).

These mt genomes are variable in length and GC con-
tent. Nevertheless, they all contain the same core of mito-
chondrial genes. The results of our phylogenetic analysis
show that the CTG group is divided into two distinct
clades. Finally, this analysis also provides clear evidence

@ Springer

that P. sorbitophila and P. farinosa are two distinct
species.

Materials and methods
Strains, genome sequencing and genome assembly

The Pichia farinosa strain used is CBS 185. Genomic DNA
was extracted, and whole genome shotgun sequences were
obtained using the Illumina genome analyzer. A total of
70,695,778 paired-end reads of 36 bp length were gener-
ated. Genome sequences were automatically assembled
from sequencing reads using SOAP2 software (Li et al.
2009). One 32-kb scaffold showing identity with known
yeast mtDNA was obtained. Further PCR analysis and
sequencing reactions were performed in order to complete
the mtDNA sequence.

In addition, scaffolds corresponding to mitochondrial
DNA of Pichia stipitis strain CBS 6054, Pichia guillier-
mondii strain ATCC 6260, Candida tropicalis strain
MYA-3404 and Lodderomyces elongisporus strain NRLL
YB-4239 were also annotated (Jeffries et al. 2007; Butler
et al. 2009).

Gene annotation

The BLASTX program (Altschul et al. 1997) was used to
compare mtDNA with proteins from annotated yeast mito-
chondrial genomes of Candida parapsilosis (Nosek et al.
2004), Debaryomyces hansenii (Sacerdot etal. 2008),
Kluyveromyces thermotolerans (Talla et al. 2005), Pichia
canadensis (Sekito et al. 1995) and Pichia sorbitophila
(Jung et al. 2009). Large and small ribosomal RNA genes
were identified by BLASTN comparison with Saccharomy-
ces cerevisaie (Foury et al. 1998), Candida glabrata (Koszul
etal. 2003), D. hansenii and C. parapsilosis, whereas
tRNA genes were assigned combining three programs:
BLASTN, TRNAscan-SE and ARWEN (Lowe and Eddy
1997, Laslett and Canbick 2008).

Phylogenetic studies

Phylogenetic studies were made using the mtDNA of the
yeasts analyzed in this study. Amino acid and nucleic
sequences were aligned using MUSCLE (Edgar 2004)
and TRANalign programs, respectively (available on the
EMBOSS package, http://bips.u-strasbg.fr/EMBOSS/).
Phylogenetic relationships among yeast species were ana-
lyzed by both the maximum-likelihood and bayesian meth-
ods. The phylogenetic trees were constructed from an
unambiguously alignment of the concatenated protein
sequences of Cox2, Cox3, Atp6, Atp8, Atp9, Nadl, Nad2,
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Fig. 1 Circular map of the
mitochondrial genome of the
yeast P. farinosa. The outer
circle indicates genes that are
encoded by both strands

XTMS<D

COX3

-0

NAD4

ATP6

Nad3, Nad4, Nad4 1, Nad5 and Nad6 using a total of 3,242
amino acid positions. Maximum-likelihood and bayesian
analyses were performed by PHYML and MRBAYES,
respectively (Guindon and Gascuel 2003; Dereeper et al.
2008).

Results and discussion

General organization: genome size, gene content
and gene order

In a previous study, we reported the complete nucleotide
sequence of the mitochondrial genome of the yeast P. sorb-
itophila CBS 7064 (Jung et al. 2009). In order to provide
comparative data from another Pichia species to better
define the mitochondrial genomes in the CTG group, we
have completely sequenced and annotated the mtDNA of
P. farinosa CBS 185. This mt DNA is a circular-mapping
genome of 32,065 bp, characterized by a low GC content of
25% (Fig. 1). The mtDNA molecule is compact, and the
size of it is smaller than the S. cerevisiae one, but relatively
close to those of P. sorbitophila (Table 1). It is composed
of 43 genes that represent 80% of it and are transcribed by

NAD3
Lsu NAD2

ODonD—

Pichia farinosa
mt DNA

32,065 bp

NADA4L

NAD5

both strands. Among the 43 genes, there are 14 protein-
coding genes: three subunits of cytochrome c oxidase
(COX1, COX2 and COX3), the apocytochrome b (COB),
three subunits of ATP synthase (ATP6, ATP8 and ATP9)
and seven subunits of NADH dehydrogenase complex 1
(NAD1-6 and NAD4L). LSU and SSU genes code the large
and the small rRNA genes, whereas the other genes repre-
sent 27 tRNA genes able to carry all amino acids.

To have a global view of the general organization of
mitochondrial genomes, we have annotated four mt
genomes, which have already been sequenced: Pichia stipi-
tis, Pichia guilliermondii, Candida tropicalis and Lodder-
omyces elonisporus (Jeffries et al. 2007; Butler et al. 2009)
(Fig. 2; Table S1). All these genomes were compared to
mtDNA of yeasts of the CTG group, which have already
been analyzed (Sacerdot etal. 2008; Jung etal. 2009;
Anderson et al. 2001; Nosek et al. 2004). The general fea-
tures of all these mt genomes are shown in Table 1. A low
GC content characterizes all these sequences, and their
sizes are variable. Their length spreads from almost 24 kb
in P. guillermondii to more than 50 kb in C. tropicalis.
Most of the size variation (from 23 to 39 kb) is due to the
presence or absence of introns. However, the large size var-
iation (from 39 to more than 50 kb) can be explained partly
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Table 1 General features of mitochondrial genomes of yeasts of the CTG group

Species Strain Genome Ploidy GC(%) COB ATP 6, NADH Intergenic i-ORFs tRNAs rRNA
size (nt) COX1, 17,8 dehydrogenase region (%)
2,3 complex

Pichia species
Pichia farinosa CBS 185 32,065 n 27 4 3 7 20 4 27 2
Pichia sorbitophila CBS 7064 39,107  2n 23 4 3 7 8 11 25 2
Pichia stipitis CBS 6054 30,649 n 25 4 3 7 16 4 24 2
Pichia guilliermondii ~ ATCC 6260 23,800 n 25 4 3 7 16 25 2

Other yeasts of the CTG group
Candida albicans SC 5314 40,420 2n 32 4 3 7 44 NA 30 2
Candida metapsilosis ~ MCO 448 24,152 2n 25 4 3 7 12 1 24 2
Candida neerlandica ~ NRRL 'Y 27057T 32,141 2n 24 4 3 7 26 4 24 2
Candida orthopsilosis  MCO 456 22,528 2n 25 4 3 7 13 1 24 2
Candida parapsilosis ~ CBS 7157 32,745 2n 23 4 3 7 8 6 24 2
Candida tropicalis MYA 3404 50,304 2n 37 4 3 7 49 3 30 2
Debaryomyces hansenii CBS 767 29462 n 27 4 3 7 25 4 25 2
Lodderomyces NRLL YB-4239 35,601 2n 29 4 3 7 42 0 25 2

elongisporus

by the length of the intergenic regions. Non-coding DNA
accounts for only 8% of the mtDNA of Pichia sorbitophila,
whereas it accounts for 49% in C. tropicalis. The function
of these non-coding regions, if any, is unknown. All these
genomes contain the same protein-coding genes as those of
P. farinosa, the small and large genes (LSU and SSU) and a
set of tRNA genes. In contrast to yeasts of the Saccharomy-
cetacea family, it is interesting to note that the genes cod-
ing for the ribosomal protein Varlp and the RNA subunit of
the mitochondrial RNAseP (RPM1) are missing in all the
mtDNA of yeast of the CTG group.

Gene order in the mtDNA of P. farinosa is particularly
close to P. stipitis, P. guillermondii and P. sorbitophila. In
contrast, it is dissimilar to that observed in the mtDNA of
Candida species (data not shown). Information derived
from this study indicates that Pichia species are more
closely related to each other than Candida species. The
close relationship of P. farinosa and P. stipitis is further
reflected in sequence similarities of mitochondrial genes
and in phylogenetic analyses grouping them as sister
species of exclusion of P. sorbitophila (see Fig. 5). When
comparing gene organization across Pichia species and
D. hansenii, large blocks of synteny are conserved (Fig. 3).
Some of them are conserved in all species such as the block
from LSU to NADI (Fig. 3). Genomic rearrangements as
inversions can be highlighted among these syntenic blocks.
Finally, gene pairs ATP§-ATP6, NADI-NAD6, NAD2-NAD3
and NAD4L-NAD?S are also juxtaposed and co-transcribed
in all mt genomes of species analyzed here. Nevertheless,
this situation was previously described in other species of
yeast such as Yarrowia lipolytica and is not specific to
yeasts of the CTG group, but specific to hemiascomyceteous
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yeasts that possess these genes in their mtDNA (Kerscher
et al. 2001).

Introns of protein-coding genes

Two groups (I and IT) of mitochondrial introns were defined
depending on their structure and splicing mechanism (Lang
et al. 2007). Introns can either be linked in frame with the
upstream exon or be free-standing (Haugen et al. 2005).
Group I introns code for proteins (RNA maturases or endo-
nucleases), which are classified into four distinct families in
accordance to their secondary structure and their proteic
motifs: LAGLIDADG, GIY-YIG, HNH and His-Cys box.
In contrast, group II introns code for reverse transcriptases
that are necessary for their own homing mechanism.

As mentioned previously, mitochondrial genomes pre-
sented here contain the same 14 protein-coding genes. The
number of intron is variable. As described in our previous
study, P. sorbitophila contains 14 introns distributed in four
genes: COXI, COB, LSU and NAD5 (Jung et al. 2009). In
contrast, no introns are found in the protein-coding genes of
the mt genome of L. elongisporus.

Nevertheless, several coding introns are found in COX/
and COB genes in the mt genomes analyzed here. All these
introns are linked in frame with previous exon. They
belong to class I intron and are divided into two superfami-
lies based on their LAGLIDADG or GIY-YIG patterns
(Chevalier and Stoddard 2001). In P. farinosa and P. stipi-
tis, four introns that encode endonucleases are distributed
between the COX1 and COB genes. Two introns present in
P. farinosa contain the GIY-YIG motif, whereas the two
others contain the LAGLIDADG motif. In P. stipitis, all the
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introns are members of the LAGLIDADG superfamily. In
the mtDNA of C. tropicalis, only the COXI gene contains
three LAGLIDADG coding introns. In P. guilliermondii,
we only found one coding GIY-YIG intron in the COB
gene, but this genome could have more endonucleases
because the COXI gene is incomplete, and a part of it is
found at each side of the mt scaffold (Fig. 2).

Finally, some hemiascomyceteous fungi such as S. cere-
visiae or K. thermotolerans have the particularity to encode
an endonuclease, which is translated from a coding intron
residing in the mitochondrial LSU gene (Jacquier and
Dujon 1983). Here, only P. guilliermondii contains one
intron in the LSU gene, but it does not encode any nuclease.

Transcription and RNA maturation
In the mitochondrial genome of S. cerevisiae, transcription

starts are defined by the presence of the nonanucleotide
sequence TATAAGTAA (Schifer 2005). By the same way,

processing can occur at the dodecanucleotide motif
AATAATATTCTT or with the cleavage of tRNA in tran-
script units. In mtDNAs of species annotated here, tRNA
genes are not only distributed in clusters but are also dis-
persed and surround several protein-coding genes such as
COX3 in P. farinosa (Figs. 1, 2). This suggests that the
tRNA punctuation mode is used for RNA processing
(Schifer 2005). Moreover, the core motif ATAATATT,
similar to the dodecanucleotide pattern AATAATATTCTT
described in S. cerevisiae, is found in the mtDNA of
P. farinosa downstream COX2, COX3, NADI and LSU
genes and is a potential cleavage sequence (Fig. 1). The
same motif is found in mtDNA of P. stipitis, P. guillier-
mondii and L. elongisporus downstream protein-coding
genes by in silico approach. Nevertheless, this motif is
absent in mt genome of C. tropicalis.

Considering these two kinds of processing, monocis-
tronic or polycistronic transcripts can be generated. As
described for other yeasts such as C. metapsilosis and
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D. hansenii P, sorbitophila P, farinosa P, stipitis P, guilliermondii
LSU LSU LSU LSU LSU
tRNA ala tRNA ala tRNA ala tRNA ala tRNA ala
cox2 coxz coxz coxz coxz
tRNA Asn tRNA Asn tRNA Asn tRNA Asn tRNA Asn
NAD6 NAD6 NAD6 NAD6 NAD6
NAD1 NAD1 NAD1 NAD1 NAD1
NAD2 ATP9 tRNA Arg tRNA Leu coxt
NAD3 tRNA Leu tRNA Val tRNA Tyr CcOB
coB tRNA Tyr tRNA Trp tRNA His tRNA Arg
tRNA Arg tRNA His tRNA Phe tRNA Thr tRNA Val
tRNA Val tRNA Met tRNA Lys tRNA Glu tRNA Trp
tRNA Tip tRNA Thr CcOX3 tRNA Gly tRNA Phe
tRNA Phe tRNA Glu tRNA Ser tRNA Cys tRANA Lys
tRNA Lys tRNA Gly tRNA Thr tRNA Pro CcOoX3
COX3 tRNA Cys NAD4 ATP8 ATP9
tRNA lle tRNA Pro ATP6 ATP6 tRNA Ser
tRNA Gin ATP8 ATP8 NADA4L tRNA Thr
tRNA Asp ATP6 tRNA Pro NAD5 NAD4
tRNA Ser NAD2 tRNA Cys tRNA Arg tRNA Met
tRNA Arg NAD3 tRNA Gly tRNA Val tRNA Met
NAD5 tRNA Ser tRNA Glu tRNA Trp SsuU
NAD4L tRNA Thr tRNA Thr tRNA Phe tRNA lle
ATP6 NAD4 tRNA Met tRNA Lys tRNA Gin
ATP8 tRNA Met tRNA His COX3 tRNA Asp
tRNA Pro tRNA Met tRNA Tyr coB tRNA Ser
tRNA Cys SSU tRNA Leu CcoX1 tRNA Arg
tRNA Glu tRNA lle tRNA lle tRNA Gin NAD2
tRNA Thr tRNA Gin SSU tRNA Asp NAD3
tRNA Met tRNA Asp tRNA Met tRNA Ser tRNA Leu
tRNA His tRNA Ser tRNA Met tRANA Arg tRNA Tyr
tRNA Tyr tRNA Arg coB NAD2 tRNA His
tRNA Leu coB tRNA Arg NAD3 tRNA Met
ATP9 tRNA Arg ATP9 tRNA Ser tRNA Thr
cox1 tRNA Val NAD5 tRNA Thr tRNA Glu
tRNA Ser tRNA Tip NAD4L NAD4 tRNA Gly
tRNA Thr tRNA Phe cox1 tRNA Met tRNA Cys
NAD4 tRNA Lys tRNA Gin tRNA Met tRNA Pro
tRNA Met COX3 tRNA Asp SSU ATP8
tRNA Met NAD4L tRNA Ser tRNA lle ATP6
SSU NAD5 tRNA Arg ATP9 NADA4L

cox1 tRNA lle NAD5

NAD2
NAD3

Fig. 3 Conservation of mitochondrial synteny among Pichia species. Large blocks of synteny are conserved between D. hansenii and Pichia
species analyzed here showing a close relationship between these species

C. orthopsilosis (Kosa et al. 2006), polycistronic transcripts
always contain gene pairs ATP8-ATP6, NADI-NADG,
NAD2-NAD3 and NAD4L-NADS5 that seem to be also
co-translated because of the small intergenic sequence
between these genes (Table S1).

Genetic code

Mitochondria often use different genetic code (Knight et al.
2001). As in all completely sequenced hemiascomyceteous
yeasts, mtDNA of Pichia species code for a tRNAT™ able
to decode the UGA codon. Moreover, this mitochondrial
genetic code also differs in P. sorbitophila by the fact that
codons AUA and CUN are decoded as isoleucine and leu-
cine instead of methionine and threonine (Jung et al. 2009).
When comparing multiple alignments of mitochondrial
proteins from different yeasts such as S. cerevisaie, C. glab-
rata, K. thermotolerans or Y. lipoytica, conserved isoleucine
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are found at the level of AUA codons in other Pichia
species and D. hansenii showing that AUA codons are
decoded as isoleucine (Fig.4). By the same way, CUN
codon can be assigned to leucine.

Because few species of the Pichia genus have been
analyzed, it is impossible to conclude that this genetic code
is a particularity of these species. Nevertheless, it seems to
be specific of yeasts of the CTG group because the same
genetic code has been demonstrated in C. parapsilosis and
supposed in C. tropicalis and L. elongisporus (Nosek et al.
2004).

Phylogenetic analysis

Mt genomes of Pichia species have the same genetic code
than yeasts of the CTG group, and syntenic approach shows
strong relationships between them. In order to better assess
genetic relationships between P. farinosa and P. sorbitophila
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P.farinosa MQLELAAKYIGAMATLGLGGAAIGIALVFVALINGTSRNPSLRATLFPOQ. GFALAEA 60
S.cerevisiae MQLVLAAKYIGAJIISTIGLLGAGIGIAIVFAALINGVSRNPSIKDTVFPMATI[L.GFALSEA 60
C.glabrata MQLALAAKYIGAQIISTIGLIGAGIGIGIVFAALINGVSRNPSLKDTLFSYSILGMALSEA 60
K. thermotolerans MQLVLAAKYIGAJIISTIGLLGAGIGIAIVFAALINGVSRNPSLKDTLFPFATI[L.GFALSEA 60
Y.lipolytica MQLVLAGKYIGAQLASIGLVGAGIGIAIVFAALINGVSRNPALKGQLFTYSIL.GFALSEA 60
P.farinosa CGLFCLLVSFLLLYAV 76
S.cerevisiae TGLFCLMVSFLLLFGV 76
C.glabrata TGLFCLMISFMLLFAV 76
K.thermotolerans TGLFCLMISFLLLYGV 76
Y.lipolytica TGLFALMIAFLLLYAV 76

Fig. 4 Multiple alignment of protein. Here, there is an example of
alignment of the Atp9 protein of different species. Translation of the
ATP9 gene of P. farinosa was performed using the mitochondrial
genetic code described in S. cerevisiae. We used available ATP9
sequences: S. cerevisiae (NP_009319.1), C. glabrata (NP_818784.1),
K. thermotolerans (YP_184726.1) and Y. lipolytica (NP_075437.1).
The conservation of some isoleucine in S. cerevisiae, C. glabrata,

as well as among species of the CTG group, we inferred a
phylogenetic tree using amino acid of 12 concatenated
mitochondrial proteins (Fig. 5). The phylogenetic tree was
constructed from an unambiguously alignment of the con-
catenated protein sequences of Cox2, Cox3, Atp6, AtpS,
Atp9, Nadl, Nad2, Nad3, Nad4, Nad4 1, Nad5 and Nad6
using a total of 3,242 amino acid positions. Maximum-
likelihood and bayesian phylogenies were constructed and
compared. Overall, there is a high congruence between the
two trees (Fig.5). There is a minor conflict, however,
between our two trees regarding the positioning of C. neer-
landica. The maximum-likelihood tree places C. neerlan-
dica beside C. albicans with a boostrap support value of
53%. Conversely, the bayesian method infers that C. neer-
landica is more closely related to C. tropicalis with a
boostrap support value of 100%. Nevertheless, the two
methods inferred a congruent topology, which clearly
shows that the CTG group is divided into two subgroups
with a bootstrap support value of almost 100%. The first
subgroup contains the Pichia species as well as D. hansenii.
The second group contains the diploid Candida species
analyzed here (Fig. 5).

Interestingly, the Pichia subgroup is also divided. Our
topology places P. sorbitophila at the base of the Pichia
subgroup with a high boostrap support. This study shows
that P. farinosa, P. stipitis, D. hansenii and P. guilliermondii
are more closely related to each other than either is to
P. sorbitophila (Fig. 5). Interestingly, all these species but
P. sorbitophila are haploids. In fact, P. sorbitophila is a
natural hybrid, which may explain the observed topology
(Dujon 2010).

Consequently, P. sorbitophila and P. farinosa are
obviously two distinct species. This analysis clearly shows
that P. farinosa and P. stipitis are sister species as they
are grouped together with a bootstrap support value of
100%. P. stipitis is used to ferment xylose from plant

K. thermotolerans and Y. lipolytica corresponds to methionine in
P. farinosa. The codon corresponding to this amino acid in P. farinosa
is AUA, suggesting the reassignment of this codon to isoleucine. By
the same way, the same reassignment is found in mt genomes of
P. stipitis, P. guilliermondii, C. tropicalis and L. elongisporus. More-
over, in all these five species, codons CUN can be reassigned to leucine
rather than threonine as described in S. cerevisiae

lignocellulose and to produce bioethanol with the highest
efficiency comparing to other microorganisms (Jeffries
et al. 2007). Nevertheless, species such as D. hansenii and
Candida intermedia are also known to grow on xylose
(Nobre et al. 1999; Leandro et al. 2006) as well as novel
yeast species closely related to P. stipitis (i.e. Pichia sego-
biensis, Candida shehatae, Pachysolen tannophilus and
Enteroramus dimorbhus) (Jeffries 2006; Tsui et al. 2008).
Knowledge of genomes of these organisms is important to
know if these organisms consume this pentose by the same
way or by different manner as in P. stipitis. Recently, yeast
genomes analyzed by Butler et al. (2009) show that some
nuclear genes have wide similarities with protein-coding
genes occurring in xylose metabolism and transport in
P. stipitis. To know if the use of xylose as carbon source
is a particularity of all species of the CTG group, many
more species have to be studied. Notably, the knowledge
of the nuclear genome of P. farinosa, which is very close
to P. stipitis, could bring new clues.

Conclusion

The comparative analysis presented here allows a more
comprehensive understanding of the mitochondrial genomes
found in the yeast of the CTG group. Even if their length is
variable, mt genomes of these yeasts contain the same 14
protein-coding genes. The variable intron content and the
length of the intergenic regions can explain this size varia-
tion. In contrast to yeasts of the Saccharomycetacea family,
the genes coding for the ribosomal protein Varlp and the
RNAseP (RPM1I) are missing in all the mtDNA of yeast of
the CTG group.

Our phylogenetic analysis based on mitochondrial
sequences clearly shows that the CTG group is divided into
two distinct clades: the first one mainly contains haploid
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Y. lipolytica CLIB 122 (n)

C. neerlandica NRRL Y-27057T (2n)

0.05

C. tropicalis MYA-3404 (2n)

L. elongisporus NRLL YB-4239 (2n)

C. neerlandica NRRL Y-27057T (2n)

C. tropicalis MYA-3404 (2n)

<« Fig. 5 Phylogeny of yeasts of the CTG group obtained by maximum-

likelihood (a) and bayesian (b) analyses, based on the concatenation
of the sequence of 12 protein-coding genes. Numbers represent boot-
strap values from 100 replicates for ML method and the probability
obtained with the Bayesian approach. MrBayes was configured for
10,000 iterations, a sample frequency of 10 and a burn-in of 250

Pichia species, whereas the second contains diploid Can-
dida species. This observation supports recent phylogenic
studies based on whole genome analysis (Fitzpatrick et al.
2006; Butler etal. 2009). Their phylogenetic analyses
based on 2,146 putative orthologous gene families provide
strong evidence for two subgroups within the CTG group
(Fitzpatrick et al. 2006). One contains the fully sexual
species C. lusitaniae, P. guillermondii and D. hansenii,
whereas the second contains species with at best a cryptic
sexual cycle such as C. albicans, C. dubliniensis, C. tropi-
calis, C. parapsilosis and L. elongisporus. Interestingly,
there is a high congruence of phylogenies based on nuclear
and mitochondrial sequences.

Finally, our phylogenetic analysis shows that P. farinosa
and P. sorbitophila, which were known to be unique spe-
cies, are very distant and represent two distinct species
even if large syntenic blocks are conserved. In fact,
P. farinosa and P. sorbitophila should be classified as sepa-
rate species.
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Abstract

Transposable element (TE) evolution in genomes has mostly been deduced from
comparative genome analyses. TEs often account for a large proportion of the eukaryotic
nuclear genome (up to 50%, depending on the species). Among the many existing genomic
copies, only a small fraction may contribute to the mobility of a TE family. We have
identified here, using a genetic screening procedure to trap Tyl LTR-retrotransposon
insertions in Saccharomyces cerevisiae, which among the population of resident Tyl copies
are responsible for Tyl mobility. Although the newly inserted Tyl copies resulting from a
single round of transposition were found to originate from a limited subset of Tyl resident
copies, they showed a high degree of diversity at the nucleotide level, mainly due to the
reverse transcription-mediated recombination. In this process, highly expressed and strikingly

non-autonomous mutant Tyl were found to be the most frequently used resident copies,
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which suggests that non-autonomous elements play a key role in the dynamics of the Tyl

family.
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Introduction

Transposable elements (TEs) are hosted by genomes, where their presence and functions
contributes to genome variations at both inter and intra-specific levels. Because of their
repetitive nature and their mobility (often replicative), TEs induce fast genome reshaping
processes, and their regulatory signals also modulate adjacent gene expression (Kidwell &
Lisch, 2000). Although TEs are practically ubiquitous in the genomes of Archaea, Bacteria
and Eukaryota, there exist some extremely marked differences in their genomic contents, in
terms of variety, number of copies, genomic fraction, distribution and the respective
proportions of full-length, mutated and fossil copies (Le Rouzic & Capy, 2006; Pritham,
2009). These differences partly result from distinct host defense reactions and TE persistence
mechanisms. Recent genome sequencing projects have shown the occurrence of various past
TE bursts in eukaryote genomes (for examples, see Cordaux & Batzer, 2009 and Ungerer et
al., 2009) and identified the currently active families (Abrusan & Krambeck, 2006 and the
references therein) and the subfamily organizations (see for example Du et al., 2010). TE
traits may partly govern their expansion, persistence and extinction in genomes as predicted
by mathematical models in which the TE families in a genome are taken to be different
species interacting in an ecosystem (Pritham, 2009; Venner et al., 2009). In particular, the
production of mutated non-autonomous TE copies which are able to transpose by using the
machinery provided by autonomous elements may threaten the persistence of the family to
which they belong (Le Rouzic & Capy, 2006; Le Rouzic et al., 2007). Therefore, to
investigate TE persistence, direct methods of measuring the contribution to mobility of
individual TE copies in their natural chromosomic context are required, but to our knowledge,
no such approaches have been developed so far. This fundamental issue could be addressed
by identifying, among the resident TE copies, the parental copies from which new TE

insertions originate, using a model organism that meets the following criteria: (i) means of
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detecting new TE insertions arising from the non-marked resident TE copies and inserting in
their natural chromosomic target must be achievable and (ii) a high-quality genomic sequence
and annotations must be available, especially for dealing with repetitive TEs. Due to the
existence of sequence similarities between resident TE copies, the newly inserted copies will
have to be characterized at the nucleotide level, and an additional degree of complexity is
expected to arise when studying the inheritance of externally-primed retrotransposons
(Beauregard et al., 2008), which are recombined during the reverse-transcription (RT) steps
on which transposition depends.

Saccharomyces cerevisiae reference strain S288c is a highly suitable organism for developing
such an approach. Long Terminal Repeat (LTR) externally-primed retrotransposons are the
only TEs present in the S. cerevisiae genome. They belong to five families called Tyl to TyS5,
showing great variability in the number of copies present in various strains (Wei et al., 2007,
Borneman et al., 2008; Liti et al., 2009). In S288c, the most fully sequenced and best studied
S. cerevisiae strain, the Tyl subset has the largest number of copies (32 copies), as well as
being the most active (Lesage & Todeschini, 2005) and the best documented subset in terms
of individual copy traits (Morillon et al., 2002; Servant et al., 2008). Due to the existence of
efficient control pathways, Tyl transposition shows a very low rate of occurrence and is
restricted to the haploid state. The ‘URA2’ genetic screening method (Roelants et al., 1995)
was developed to detect large spontaneous chromosomal rearrangements, including Tyl
insertions. This screening procedure depends on the URA2 gene involved in pyrimidine
biosynthesis, which encodes a multifunctional enzyme with carbamoylphosphate synthetase
(CPSase) and aspartyltranscarbamylase (ATCase) activities. In S. cerevisiae, URA2, CPAI
and CPA2 may supply the CPSase activities, whereas the terminal part of URA2 is responsible
for the single ATCase activity. The ATCase-defective strains used here showed point

mutations located upstream of the ATCase-coding domain, which cause premature translation
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arrest (Fig. 1). Chromosomal rearrangements can restore ATCase expression, resulting in
Ura" revertants. In a FL100 background, this positive screening has been found to act as a real
transposon-trap, since up to 70% of the rearrangements selected consisted of de novo
integrase-mediated Tyl insertions (Roelant et al., 1995; Tourrette et al., 2007).

The URA2 screening system was adapted here to the S288c strain, in order to enable the
identification of the parental elements resulting in new Tyl insertions. Newly inserted Tyl
copies will be referred to below as NETs, which stands for NEw Tyl, and the pre-existing
Tyl copies will be referred to as RETs, which stands for REsident-Ty1. This approach was
used to address two fundamental aspects of the Tyl dynamics: the contribution of individual

resident copies to Tyl mobility and the diversity generated in their progeny.

Materials and methods

Yeast strains, growth and media

Yeast cells were grown at 30°C in liquid or solid (2% agar) yeast peptone dextrose (YPD) or
supplemented yeast nitrogen base (YNB). The strain FY67 (MATa trp1463) (Winston et al.,
1995) was used to obtain an ATCase defective strain with the S288c background by a one-
step replacement using a PCR fragment amplified from the strain FL100 ura2 15-30-72
(Schacherer et al., 2004). The resulting T21 strain carries the ura2-s allele with two non-sense
point mutations at positions 262 and 916, with respect to the URA2 coding sequence (Fig. 1).
The reference strain ura2::KANMX4 leu2A0 used for cross-analyses was obtained from the

Euroscarf strain BY4741.

Isolation and analysis of Ura" revertants

In order to isolate spontaneous independent Ura® revertants, a previously described

standardized procedure was used (Fritsch et al., 2009). The mutation rate
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(mutations/cell/selection) was determined using a maximum-likelihood method (Lea &
Coulson, 1949). The 95% confidence limits were calculated using Student’s t-test. To identify
the types of rearrangement resulting in ATCase reactivation, molecular analyses were
performed as previously described (Schacherer et al., 2004; Fritsch et al., 2009). Tyl
insertions detected in Southern blot hybridizations were confirmed by PCR amplification
using Taqg DNA polymerase from MP Biomedicals as described by the manufacturer. The
primers used for PCR amplifications and sequencing were chosen on the basis of the genomic
sequence of S288c (SGD: Saccharomyces Genome Database, http://www.yeastgenome.org):
a set of URA2-specific primers was used as well as a set of Tyl-specific primers designed to
hybridize with any of the complete Tyl elements in S288c (listed in Table S1). Extremities of
Tyl elements were amplified using one specific primer in the corresponding genomic
flanking region and the second in the coding region of the Tyl element; to amplify whole Tyl
elements, specific primers were chosen in their flanking regions and amplifications were
performed with iProof High Fidelity DNA Polymerase from Biorad, according to the
manufacturer’s protocol. For sequencing purposes, PCR products were purified using
MicroSpin S400 (GE Healthcare). DNA sequencing was performed with AmpliTag FS DNA
polymerase and BIGDYE TM terminators and sequence reactions were analyzed with an

Applied Biosystems 373XL sequencer.

Tyl and Ty2 data

Sequences of the 31 resident Tyl of S288c (RETs) were downloaded at
ftp://ftp.yeastgenome.org/yeast/data_download/sequence/genomic_sequence/other_features,
using the 06/06/2008 version. An additional RET (YLRO35C-A) was assembled from
chromosome XII coordinates 215081 to 221006 (Lesage & Todeschini, 2005). To simplify

the presentation, a number ranging from 1 to 32 was allotted to each parental RET, depending
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128  on its genomic localization. The correspondence with the SGD names is indicated in Table 1,
129 as well as the correspondence with MIPS CYGD names (http://mips.helmholtz-

130  muenchen.de/genre/proj/yeast/) that were used in Morillon et al. (2002). As some RETs are
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maximum-likelihood method was 4.07x10'° mutations/cell/selection (confidence interval CI:
3.40x10™"° - 4.73x10™'%). Molecular analyses were performed on all 79 revertants to identify
the rearrangements resulting in ATCase reactivation, as described in Schacherer et al., 2004
and Fritsch er al, 2009. In 62 of the revertants, the ATCase-reactivating rearrangement
corresponds to: deletion events (27 revertants), translocation events (2 revertants) and
duplication events (33 revertants). All these categories have been previously described in the
FL100 background (Welcker et al., 2000; Schacherer et al., 2004; Tourrette et al., 2007).

The 17 remaining revertants showed a Tyl copy inserted upstream of the ATCase-coding
domain (NETs named A to Q). The insertion sites and orientation of NETs are indicated in
Fig. 1 and in Table S2: in four revertants, the NET was inserted in the same transcriptional
orientation as the URA2 gene (the 'sense' orientation), whereas the opposite orientation was
observed in the other 13 revertants (the 'antisense’ orientation). Sense and antisense NETs all
corresponded to canonical integrase-mediated insertions, as confirmed by the presence of the
typical five-bp target-site-duplication signature (TSD) (Table S2). After crossing each of the
17 revertants with a ura2::KANMX4 leu2A0 strain, the subsequent tetrad analyses showed
that the Ura® phenotype cosegregates with the Tyl insertion, which means that the functional
reactivation of ATCase requires no additional events, whatever the orientation of the inserted
NET. Reactivation of ATCase as the result of antisense Tyl insertion was previously
described, but no sense NET insertions were obtained in a larger collection of Ura* revertants
with a different FL100 background (60 independent Tyl insertions: Roelants et al., 1995 and
A. J. Welcker, unpublished data). In order to further investigate the effects of sense NETs on
adjacent downstream sequences, RT-PCR assays were performed, using a unique reverse
primer anchored to the ATCase-coding domain and various Tyl-specific forward primers that
hybridize at the sense NETs 3’ extremity (Table S1). Using forward primers designed to span

the Tyl-ura2 junction, a specific fragment was amplified (Fig. 2, a): in each revertant, the
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fragment size was correlated with the distance between the NET insertion point and the
ATCase-coding domain. Similar successful amplifications were obtained with the primer
LTRs2 complementary to 3' LTR positions 298 to 318 (Fig. 2, b), but no amplification was
obtained when a forward primer complementary to the 7YB end was used (Fig. 2, c). These
results indicate that URA2-related transcripts are initiated in the 3’ extremity of sense NETs
which can act as a promoter area on adjacent sequences, like previously established in the

case of the 5* extremity of Tyl elements (Roelants et al., 1997; Servant et al., 2008).

Origin of NETs: identifying their parents among RETSs

The nucleotide sequences of the NET extremity located near the ATCase-coding domain are
similar but not identical: there are 15 variant sequences among the 17 NETSs (see the sequence
alignments available in Files S1 and S2). This suggested that ATCase reactivation does not
require a specific RET, and made it relevant to identify which of the S288c RETs were the
parents of the NETs selected. Two areas in each of the 17 NETs were systematically
sequenced: (i) the 5' LTR and the first 350 bp of the TYA sequence and (ii) the 600 bp long
terminal part of TYB plus the complete 3' LTR. The mobility of Ty elements results from a
discontinuous RT process requiring two obligatory strand-transfers to produce the complete
(U3-R-U5) LTR-flanked cDNA from the Tyl RNA with unique subterminal 5'(U5) and
3'(U3) segments and repetitive terminal (R) regions. This process occurs in virus-like particles
(VLP) containing two Tyl RNA molecules, which are possibly transcribed from distinct
parental copies and may thus result in mosaic cDNA molecules (Gabriel & Mules, 1999).
Therefore, we have performed Blast alignments between the corresponding NET and RET
segments: the inheritance of (U3) and (R-US5) segments is particularly elaborate, (U3)
segments from NETs being inherited from the 3' RET LTR and (R-US5) segments from the 5'

RET LTR. Due to local identities between RET sequences, alignments mostly identified
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several RETs for each NET segment. We therefore performed a ‘reconstitution’ of the NET
RT process, in order to discard any identified RETs that were not suitable for obtaining
combinations of two parents at most. An example of the detailed procedure for parental RET
identification is described in Fig. S1. We were able to unambiguously deduce the parental
origins of six NETs (Fig. 3 and Table S2: NETs A to F). In the case of nine other NETSs
(NETs G to O), one of the two parents was clearly identified. Their second parent could not
be identified among several possible RETSs, due to either (i) the existence of local sequence
identities between RETs (NET-J, for example) or (ii) because one RET matched all the
sequenced NET segments, which suggested the minimum but non-exclusive hypothesis that
they were generated within homozygous VLPs (NET-L, for example). (iii) The case of NETs
G and H will be discussed below. The two remaining NETs P and Q may have originated
from several possible combinations of RETs. Sequencing of additional NET segments (not
shown) did not improve the resolution of RET identification and finally 21 out of the whole
set of the 17 NET parents (34 parental RETs) were unambiguously identified.

It should be pointed out here that Tyl and Ty2 elements correspond to two different but
closely related families and some of the 32 S288c existing RETs have been characterized as
Tyl/2 hybrids (Jordan & McDonald, 1998). However, the results obtained using the
reconstitution strategy pointed to the conclusion that none of the S288c Ty2 elements were

involved in the formation of the NETsSs selected here.

RET usage in NETs

The 21 NET parents identified were generated by only nine RETs out of all those in the
S288c 32 RET reservoir. Two subgroups of RETs were previously defined in expression
studies: a highly expressed RET subgroup responsible for 75% of the total RET transcription,

and a weakly expressed set (Morillon ef al., 2002 and Table 1). The present data indicate that

ScholarOne Support 1-434/964-4100 10



Page 12 of 53 FEMS Yeast Research

©CoO~NOUTA,WNPE

228

229

230

231

232

233

234

235

236

237

238

239

240

241

242

243

244

245

246

247

248

249

250

251

252

four of the 21 NET parents belong to the weakly expressed subgroup (RET-1, 23, 26 and 32),
with each of them generating only one NET. The other 17 parents were found corresponding
to five RETs from the highly expressed subgroup (RET-6, 8, 11, 20 and 30) with almost each
of them generating several NETs (Table 1 and Fig. 3). Interestingly, this pattern of
distribution between highly and weakly expressed RETs correlates well with the overall rates
of expression of both RET subpopulations (Table S3), suggesting that, in our assay, RET
mobility may correlate with RET expression. Consistently, the genomic RNA all four weakly
expressed RETs generating NETs was "co-packaged" with one from the highly expressed
RETs.

Among the present NET parents, two of the RETs were particularly noteworthy, namely
RET-20 and RET-6, which have a progeny of eight and four NETs, respectively. When
calculated on the basis of the individual expression rates established by Morillon et al. (2002),
the rate of occurrence of RET-20 was significantly higher than expected, whereas those of all
the other RETs were consistent with the individual rates of expression (Table S4). This
suggests that either the expression rate of RET-20 is even higher in our assay or that mobility
of some RETs may not only depend on its transcription level. For example, RET-20 may have
a higher intrinsic level of mobility and/or it may escape repressive processes reducing Tyl
mobility. Remarkably, the nucleotide sequence of RET-20 shows that it belongs to a subclass
of mutated RETs (Fig. 3) which also includes RET-1 and RET-6: these are non-autonomous
Tyl elements encoding intact TyA protein but non-functional TyA-B polyprotein. These non-
autonomous TEs have been described as hyperparasites in cis that use proteins encoded by
other genomic TEs belonging to the same family to propagate (Sabot & Schulman, 2006).
Additional sequencing was performed on the progeny of these non-autonomous RETs (12
NETs out of 17), and the results obtained showed that in the case of five NETs, the RT

process yielded the original parental mutation: three NETSs carry the 428 bp deletion typical of

ScholarOne Support 1-434/964-4100 1
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RET-6, and two other NETs contain the two-nucleotide addition in TYB arising from RET-20
(Fig. 3). By contrast, recombination during the RT process restored the corresponding
autonomous Tyl sequence in the seven other NETSs, including the particular case of
potentially autonomous NET-E, which has two mutated parents: RET-6 and RET-1. We have
however confirmed by sequencing that the specific mutation present in RET-1 pre-existed at

the corresponding genomic locus.

NET variability resulting from recombination during the RT process

As mentioned before, 15 polymorphic sequences were detected in the set of the 17 new Tyl
copies generated in this study, which provided an opportunity of investigating the variability
arising during a single Tyl replication cycle. The variability of NET segments was found to
range from 0.6 to 13.6% (from pair-wise global alignments) which is similar to the variation
of the corresponding segments in all the RET population but most importantly, 12 NETs
turned out to be new variant Tyl elements that differ from all the preexisting RETs. All these
12 NETs are chimeras involving two distinct parental RETs. These data show that the
recombination into heterozygous particles occurring during the RT process is the main source
of variability. In eight of the chimeric NETs, the 3’(R-U5) and 3’(U3) were inherited from
distinct RETSs, indicating that the mode of minus-strong-stop-DNA transfer was inter-
molecular (Table S2 and Fig. 3). In the case of NETs G and H, where 3’(R-US5) and 3’(U3)
were inherited from the same RET, intra-molecular transfer obviously occurred, but NETs A
and E both had parents with an identical 5° (R-US), and either inter- or intra-molecular
transfer may therefore have been involved. During cDNA elongation, template switch(es)
have occurred between the two encapsidated RNA molecules, resulting either in 10 NETs in

which the TYA segment, central segment or 7YB segment have been inherited from different

ScholarOne Support 1-434/964-4100 12
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RETs or in NETSs in which the 5' and 3°(R-US5) segments are inherited from different parents
(two NETs: F and G) (Table S2 and Fig. 3).

To investigate the in vivo recombination processes occurring along the entire Tyl genome at
the nucleotide level, and map the regions where switches occurred, full-length sequencing
was performed on NETs A, B and C: whole sequences are available in File S1. These NETs
were chosen because they have clearly identified parents with divergent TYA-B segments.
Template switches were detected using multiple alignments and mapped in Fig. 3. The
frequency of the template switches ranged from one to six events per NET. It is worth noting
that these differences are not attributable to local identities between parent sequences, which
would prevent the detection of switches: NET-A (six switches detected) has less divergent
parents (96.8 % identities) than NET-C (two switches detected), whose parents showed 93%
identity along the whole TYA-B segment. In the case of NET-B (one switch detected), the
parental RETs showed 97% identity along the whole TYA-B segment.

The number of switches detected in NETs (19 switches for 12 chimerical NETSs
corresponding to roughly 4 x 10* sequenced bp) from our assay suggests that Tyl may have
evolved a recombination rate in the same range as human immunodeficiency virus (HIV,
recombination rate estimated to 3 x 10™* crossovers per bp per replication round in Jetzt et al.,
2000), which was described as one of the most recombinogenic of all the retroviruses (Wain-

Hobson et al., 2003).

NET variability resulting from mutations during the RT process

An additional source of variability is RT infidelity, which gives rise to mutations. Toward the
SGD reference sequence, we have detected three NETs that may have undergone an RT-
induced mutation (Table S2 and Fig. 3). One substitution may have occurred in NET-D at

TYA position 567, where an ACC threonine codon was replaced by a non-synonymous CCC
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proline codon: as RET-30 has provided the corresponding segment only once in NETSs, we
have confirmed by sequencing that the corresponding chromosomal locus is nevertheless
identical to the published S288c sequence. Two other substitutions may have occurred in
NETs C and K, in the 5° U3 positions 210 and 333, respectively, because these positions are
not symmetrical in the 3’ U3. These mutations were detected in a total number of 40154 bp
sequenced in the 17 NETs, which are equivalent to 115566 bp replicated by the RT process
(Gabriel et al., 1996). The resulting mutation rate of 2.59x10 per bp per replication cycle is
in the same range as previously reported when using a Tyl element induced from a plasmid
(2.54x107 per bp per replication cycle, in Gabriel et al., 1996). Significantly our own estimate
of RT infidelity was measured in a natural Tyl population.

Interestingly, some divergences were detected that may not result from mutations during RT
but from preexisting divergences in RETs. Actually, NETs G and H both show 5°(R-US)
segments with identical sequences, but which do not match with any of the S288c Ty
elements and differ from all the known RET sequences by 2 to 9 sites. It is therefore possible
that one RET which is missing from the reference sequence, might be involved in the
generation of NETs G and H. This RET was referred to as ‘uk’, which stands for 'unknown'
(Fig. 3). Consistently, several additional RETs were detected in the S288c genome (Gabriel et
al., 2006; Wheelan et al., 2006; Shibata et al., 2009). In addition, we identified the ‘uk’
sequence at a single locus on S288c chromosome III in a non-annotated solo-LTR (coord.
169203 to 169540) next to the annotated solo-LTR YCRWdeltall (Fig. 4a). In this region
that has been described as a hot-spot of Ty insertions in chromosome III (Far Right-Arm
transposition Hot-spot, Wicksteed et al., 1994), we have detected three unannotated Tyl and
Ty3 solo-LTRs in the SGD sequence. Additional PCR results confirmed that, like in Gabriel
et al. (2006), two full-length Tyl elements are in fact present at this locus (Fig. 4b). The

present findings therefore support the suggestion put forward by Shibata ef al. (2009) that a
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few revisions of the S288c genome annotations and sequence may be required to describe the

Ty-related sequence landscape more accurately.

Discussion

In order to study the dynamics of Tyl mobility at the nucleotide level, two non-sense
mutations were introduced into the S288c background at the URA2 locus in order to directly
select in an almost native chromosomic locus, newly inserted Tyl copies arising from the
natural Tyl population. The coding sequence between the second non-sense mutation and the
beginning of the ATCase-coding domain traps integrase-mediated Tyl insertions. We
characterized 17 newly inserted Tyl elements showing polymorphic nucleotide sequences,
which are able to reactivate ATCase expression by acting as a promoter. Four NETs inserted
in the same transcriptional direction as URA2 (sense NETs) and 13 NETs with the opposite
orientation (antisense NETs) were selected. The recovery of gene transcription by sense Tyl
is rather unusual, whereas antisense Tyl were previously reported to mediate gene
transcription on URA2 in a different genetic background (FL100), as well as on various
reporter genes (see for examples Boeke et al., 1986 and Servant et al., 2008). It has been
suggested that the TyA-coding sequence, along with the 5' LTR, may contribute to the
transcription process controlled by antisense Tyl (Servant et al., 2008), but the finding that
sense NETs may also play a similar role, based on the present RT-PCR data, suggests the
existence of alternative promoting pathway(s) involving regulatory motifs located in the Tyl
3' extremity.

The sequence variability of the 17 NETs produced in this study suggested no specific RET
was selected to reactivate ATCase and the relevance to assess the relative contribution of each
individual genomic element in an LTR retrotransposon family. The findings obtained here

show that to generate the NETs isolated in our assay, only a few of the S288c RETs available
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contribute importantly to Tyl mobility. In particular, two ‘Hot Tyls’ (RET-6 and RET-20)
were found to be involved in the formation of 70% of the new copies, by analogy with the
‘Hot L1’ non-LTR retrotransposons described in the human genome (Brouha et al., 2003).
The NETs do, however, gain considerable nucleotidic variability during the RT process. The
occurrence of in vivo RT infidelity and RT-mediated inter-element recombination was
previously observed (Xu & Boeke, 1987; Boeke et al., 1988), and further investigations were
carried out using a single Tyl sequence in a multicopy plasmid as the main source of Tyl
RNA and proteins (Gabriel et al., 1996; Wilhelm et al., 1999). Here we assessed the
occurrence of these processes in a native Tyl population, where cDNA may be generated in
mosaic VLPs assembled from variant TyA/TyA-B isoforms expressed by distinct RETs. Our
results suggest that Tyl may have evolved efficient recombination, thanks to (i) inter-
molecular minus-DNA-strong-stop transfer, which seem to be more prevalent than previously
reported (Wilhelm et al., 1999) (in eight NETs out of 10 chimerical NETs for which the mode
of transfer was identified), and (ii) internal template switches with similar rates of occurrence
to those observed in highly recombinogenic RT-dependant viruses. Even insertions consisting
in non-functional/mutated NETs (NETs A, F, L, M, N) were detectable in our experiments. In
this respect, the system used here was found to provide a particularly useful means of
analyzing natural RT mediated variability, by comparison to equivalent approaches on RT-
dependent viral isolates from which only recombinant genomes that remain infective can be
isolated.

We also established here that mutated non-autonomous RETSs are not only able to transpose
thanks to inter-element complementation (Curcio & Garfinkel, 1994), but they also generate
NETs efficiently: both ‘Hot Tyl” RET-6 and 20 are non-autonomous. Whether and how non-
autonomous RETs are privileged for mobility in S. cerevisiae and if an additional regulation

based on non-autonomous copies takes place in order to minimize the impact of Tyl on its
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host are exciting questions that still remain to be answered. It is particularly interesting that
RNAs originating from RET-20 or RET-6 have translation defects: they show a +2 frameshift
or a deletion, which may result in premature termination of the translation process (in addition
to the Tyl programmed +1 frameshift between the TYA and TYB genes). Such defects are
likely to affect their RNA dynamics through interactions with components of the non-sense-
mediated-decay pathway involved in RNA storage/degradation (Stalder & Muhlemann, 2008)
and contributing to Tyl transposition (Berretta et al., 2008; Checkley et al., 2010; Dutko et
al., 2010) and to Ty3 assembling (Beliakova-Bethell er al., 2006). The fact that non-
autonomous Tyl are highly mobile also addresses the issues of how the selection of the
genomic RNA packaged into VLP operates and how sufficient functional TyA-B can be
incorporated in such VLP. In the case of HIV-1 and HIV-2, proteins translated from their own
RNA are preferentially packaged (Anderson & Lever, 2006 and references therein) but the
presence of NETs arising from VLP carrying two defective RNAs (NET-E and potentially
homozygous NET-L, M and N) suggests that different rules may govern these processes in
the case of Tyl retrotransposon. The fact that the Tyl genomic RNA contains no intron could
be one of the bases of such differences.

The high success of non-autonomous TE may affect the persistence of their family if
competition with autonomous members reaches a critical level (Le Rouzic et al., 2007). It is
thus of particular interest that the intense recombination we described above results in the
progeny of the prolific non-autonomous RETs recovering potentially autonomous Tyl
elements (7 out of the 12 NETs that were generated by non-autonomous RETs). These
dynamics may result in a particularly delicate balance between the birth and death of Tyl
elements, as previously suggested (Le Rouzic, et al., 2007). Thus, the data obtained here
again address the issue of a potential importance of non-autonomous Tyl elements in the

persistence of the Tyl family. This question is even more interesting when considering that
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the S. cerevisiae genome seems to be highly restrictive to TE persistence: contrary to what
occurs in basidiomycetes (see Martin et al., 2010, for an example), in distant ascomycetes and
in multicellular eukaryotes, TE communities may have undergone massive extinction in
Saccharomycetaceae species (Génolevures-consortium et al., 2009; Dujon, 2010). Moreover,
its lifestyle prevents the occurrence of further TE reinvasions through limited out-crossing
(Knop, 2006). Therefore, the Tyl family is particularly noteworthy and the present study
provides an important starting point to further investigate its dynamics and the reasons of its

persistence across S. cerevisiae strains.
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1

2

2 544  Table 1. Correspondence between the MIPS CYGD, the SGD and the RET nomenclatures for
2 545 S288c Tyl elements and the usage of RETs as NET parents
7

g MIPS name SGD name n° Occurrence”
10 A(¥) YARCTyl-1 RET-1 1
g BL YBLWTyl-1 RET-2

13 BR YBRWTyl-2 RET-3

ig DR1 YDRCTyl-1 RET-4

16 DR3 YDRCTyl-2 RET-5

g DR4 YDRCTyl-3  RET-6" 4
19 DRS5 YDRWTyl-4 RET-7

32 DR6 YDRWTyl-5  RET-8" 2
29 ERI YERCTyl-1 RET-9"

23 ER2 YERCTyl1-2 RET-10

gg GR1 YGRWTyl-1 ~ RET-11" 2
26 GR2 YGRCTyl-2 RET-12

% GR3 YGRCTyl-3 RET-13

29 H(*) YHRCTy1-1 RET-14

32 JRI1 YJRWTyl-1 RET-15

32 JR2 YJRWTyl-2  RET-16"

gi LR1 YLR035-CA  RET-17

35 LR2 YLRCTyl-1 RET-18

g? LR3 YLRWTyl-2  RET-19”

38 LR4 YLRWTyl-3  RET-20" 8
39 ML1 YMLWTyl-1  RET-21

32 ML2 YMLWTyl-2  RET-22"

42 MR1 YMRCTyl-3  RET-23 1
ﬁ MR2 YMRCTyl-4  RET-24

45 NLI1 YNLCTyl-1 RET-25

j? NL2 YNLWTyl-2  RET-26 1
48 OL YOLWTyl-1  RET-27

‘518 OR YORWTyl-2  RET-28

51 PL YPLWTyl-1 ~ RET-29"

gg PRI YPRCTyl-2  RET-30" 1
54 PR2 YPRWTyl-3  RET-31

gg PR3 YPRCTyl-4  RET-32 1
g; “for the RETSs found to act as NET parents

28 "RET belonging to the highly expressed subgroup
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(*) has been added to the MIPS CYGD names of RETs when they are identical to

the names of NETs isolated in the present study.

ScholarOne Support 1-434/964-4100 24



Page 26 of 53 FEMS Yeast Research

©CoO~NOUTA,WNPE

546
547

548

549

550

551

552

553

554

555

556

557

558

559

560

561

562

563

564

565

566

567

568

569

570

571

Figure legend

Fig. 1. Tyl insertions reactivating ATCase in ura2-s. The URA2-coding region is represented
by a box including the terminal ATCase-coding domain. Black asterisks mark the two non-
sense point mutations in the ATCase-defective allele ura2-s with the nucleotide positions
above (the initiating ATG is the reference position). Size scale is indicated. The positions of
NETs A to Q inserted into ura2-s are given by flags directed in the corresponding NET

orientation.

Fig. 2. RT-PCR assays used to detect URA2-related transcripts initiated at the sense NET 3’
extremity. Coding region of the sense NET inserted into ura2-s is indicated by a striped box
and its LTR, by black arrows. Lines below the map mark the DNA fragments amplified by
RT-PCR: their extremities correspond to the positions of the primers specific to URA2 or Tyl
sequences. Lines (a) and (b) correspond to fragments amplified using a forward primer
encompassing the NET-ura2 junction or hybridizing inside the LTR (positions 278-298),
respectively. The dotted line (c) means that the amplification failed with the corresponding

forward primer in the TYB region.

Fig. 3. Reconstitution of NET genealogy. The general map of a Tyl element is presented at
the top of the figure (figure is not to scale): the light grey box indicates the Tyl coding
sequence (TYA and TYB genes), LTRs are colored in dark grey and the (U3) and (RUS)
segments are delimited by vertical bars. Specific features of non-autonomous RET-1, 6 and
20 and their coordinates are indicated in red with frameshift (fs) as asterisks. In NET maps
(NET names are listed on the right, with 'S' footnote pointing to sense NETSs), sequenced
segments are given by bold lines and non-sequenced segments, by dotted lines. LTRs are

surrounded by thin lines. A single map is given when several NETs showed the same
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structure of segment inheritance from RET parents. The parental origin of each NET segment
is indicated: figures above each segment correspond to the individual parental RET using the
numbering scheme shown in Table 2 (names of non autonomous RETs are in red). Segments
from highly expressed RETs are shaded in dark grey and those from weakly expressed RETs
are in light grey tones, while segments that have not been unambiguously attributed a parental
RET are in white. Segments from the 'uk' RET are presented in dark blue. Mutations inherited
from non-autonomous RETs are shown in red. NETs are given in decreasing order of
complete characterization, in terms of their parents identification: NETs with both parents
identified are listed first (NETs A to F), then NETs with one identified parent and several
possible second parents (G to O) and NETs with several possible parental combinations (P
and Q). When several RETs are suitable for one segment, the following conventions were
used: ‘11/16’ indicates that either RET-11 or RET-16 are suitable; 'y' means that the parent
belongs to the following subgroup of RETs: (6, 8, 9, 18, 25, 26, 29, 30); numbers in
parenthesis are the name of presumed parents according to the minimum hypothesis that the
NET involved is the progeny of a single RET, although the possibility cannot be ruled out that
the corresponding segment may have been inherited from another RET showing local
sequence identity. Additional data about NETs are given as follows: non-symmetrical 5’ and
3’ (R-US5) segments are underlined; RT-derived mutations and their coordinates are marked
with green tags. NETs having at least one non-autonomous parent but that are nevertheless
potentially autonomous have their name highlighted in yellow. For chimerical NETs, the
minus-strong-stop DNA transfer mode is indicated on the right (‘inter'- or 'intra’-molecular
mode; 'nd": not determined). Internal template shifts and their coordinates, when available, are

indicated by light blue boxes.
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Fig. 4. Structure of the Far Right-Arm transposition Hot-spot region of S288c chromosome
III. (a) Chromosomal coordinates are indicated and sequence features specified according to
the SGD are represented: this region is occupied by two Tyl solo-LTRs/delta sequences and
one Ty3 LTR carrying an additional nested Tyl LTR (arrow heads give the corresponding
U3-R-US orientation). With the exception of YCRWdeltall (in black), the LTR sequences in
grey and in white are not annotated in the SGD but were detected in Blast alignments. One of
them contains the same ‘uk’ (R-US5) sequence (bold dashed line) as in NETs G and H. (b)
Proposed structure of the corresponding locus deduced from NET analyses and from
additional PCR amplifications performed with primers specific to YCR0O28c and TYB (*) or
primers specific to YCR027c and TYB (**): two complete Tyl elements are present in a head
to head orientation, the second element is the potential RET-uk that carries sequence features

identical to the TYA-B sequence of NET-H.
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Réarrangements chromosomiques et génomique fonctionnelle chez la levure Saccharomyces
cerevisiae. Génomique comparative des génomes mitochondriaux des levures hémiascomyceétes

Les mutations ponctuelles et les remaniements chromosomiques comme les insertions,
duplications ou translocations sont les moteurs essentiels de la plasticité et de 1’évolution des
génomes. Deux approches ont été menées dans ce travail.

La premicre approche repose sur I’étude des impacts des réarrangements chromosomiques et
des genes de fusion néoformés chez Saccharomyces cerevisiae et de leurs conséquences sur le
fonctionnement cellulaire. Au laboratoire, grace a un crible de sélection positive fondé sur un alléle
mutant du géne URA2 qui rend une souche auxotrophe pour I’uracile, nous avons retenu une collection
de souches révertantes possédant différents types de réarrangements chromosomiques. Ces
remaniements sont accompagnés de la fusion de la région codant ’ATCase du gene URA2 avec
différents geénes receveurs. Lors de ce travail, nous avons déterminé de maniére précise 1’influence des
réarrangements chromosomiques et celle des génes de fusion néoformés sur le fonctionnement
cellulaire Les résultats obtenus montrent que ces réarrangements perturbent le fonctionnement de la
cellule non pas selon la nature du remaniement mais en fonction de la ploidie. Les génes de fusion
peuvent également engendrer des dysfonctionnements car les fonctions associées aux deux genes
impliqués dans la fusion peuvent étre altérées comme le montre la variabilité de 1’activité enzymatique
de I’ATCase.

La seconde orientation s’appuie sur une analyse des génomes mitochondriaux des levures
osmotolérantes Pichia sorbitophila et Pichia farinosa ainsi que leur comparaison avec d’autres
séquences mitochondriales de levures hémiascomycétes. Cette étude indique que P. sorbitophila et P.
farinosa, sont des especes distantes d’un point de vue phylogénétique.

Chromosomal rearrangement and functional genomic in the yeast Saccharomyces cerevisiae and
comparative genomic of mitochondrial genomes from hemiascomyceteous yeasts

Point mutations and gross chromosomal rearrangements (GCRs) such as insertions,
duplications or translocations are key parameters of genome evolution. Two approaches have been
used in this study.

The first one focused on the impacts of GCRs and fusion genes in Saccharomyces cerevisiae.
In our laboratory, a positive selection screen based on a mutated allele of the URA2 gene was used to
obtain a set of mutants possessing different GCRs. In all cases, GCRs are linked to the fusion of the
ATCase part of URA2 with other genes. During this work, we have first precisely determined the
impacts of GCRs and gene fusions on cell function. Main results show that GCRs impair cell function
according to ploidy rather than the kind of rearrangement. Fusion genes can also lead to dysfunctions
because functions associated to genes implicated in this fusion can be impaired as it is the case for the
ATCase activity.

The second approach of this study focused on the analysis of mitochondrial genomes of the
osmotolerant yeasts Pichia sorbitophila and Pichia farnosa and their comparison with other
mitochondrial sequences of hemiascomyceteous yeasts. This study indicates that P. sorbitophila and
P. farinosa are two phylogenetically distant species.
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groupe CTG
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