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4.3 Introduction

Transposable elements (TEs) are widespread in the living world. Rare are the
organisms which lack these genetic elements, which have the ability to move and
multiply throughout the genome (Feschotte et Pritham, 2007 ; but see Shigenobu et
al., 2000). There are large variations in the proportion of mobile genetic elements
and especially transposable elements across genomes (Pidpala, Yatsishina et
Lukash, 2008). The ability to move and multiply throughout the genome is dependent
of the mode of transposition. Autonomous transposable elements that transpose via
an BNA intermediate (Class | TEs) have a copy-and-paste mechanism and are able
to multiply throughout the genome. Class |l TEs, which transpose via a DNA
intermediate, use a cut-and-paste mechanism and are less prone to multiply (Béhne
et al., 2008). Class Il TEs may multiply via the DNA repair mechanism of double
strand breaks and copying of homologous sequences after excision (Engels et al.,
1990). Non-autonomous TEs such as MITEs or SINEs use the machinery of
autonomous TEs elsewhere in the genome to transpose (Feschotte et Pritham,
2007). Reduced availability of genomic niche or host-mediated regulation such as
epigenetic factors (e.g. piwiRNA, methylation) may limit transposition (Yoder, Walsh

et Bestor, 1997).

Host population dynamics may have a dramatic impact on TE populations
(Charlesworth et Charlesworth, 1983 ; Charlesworth et Charlesworth, 1995 ;
Charlesworth et Wright, 2001). A decrease of effective host population size
(Brookfield et Badge, 1987), or an increase in the level of selfing in host populations
(Wright et Schoen, 1999) is expected to lead to an increase in the number of TE
insertions. The mode of reproduction also has a substantial impact on TE dynamics
and their density in the genome (Schaack et al., 2010a ; Schaack et al.,, 2010b ;
Wright et Finnegan, 2001 ; Zeyl, Bell et Green, 1996). TEs may spread via
recombination and out-crossing in sexual populations (Wright et Finnegan, 2001)
whereas the spread of TEs is prevented in asexual populations in the absence of

horizontal transmission (Arkhipova et Meselson, 2000 ; Gladyshev, Meselson et
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Arkhipova, 2008). Empirical studies have tested and are relatively well in
accordance with these theoretical assumptions (Arkhipova et Meselson, 2000 ;
Gladyshev, Meselson et Arkhipova, 2008 ; Schaack et al, 2010b ; Valizadeh et
Crease, 2008 ; Zeyl, Bell et Green, 1996).

More animals than previously thought are known to have evolved via
hybridization or polyploidization (Mable, 2004 ; Otto, 2007 ; Seehausen, 2004).
These processes may have various impacts on the evolution of TEs. Activations of
TEs have been highlighted in hybrid genomes (Fontdevila, 2005 ; O'Neill, O'Neill et
Graves, 1998 ; Petrov et al., 1995 ; Shan et al., 2005) and polyploidization may lead
to an increase of TE insertions (Comai, 2000 ; Matzke et Matzke, 1998). Bursts of
TE activity are thought to have a substantial impact on genome rearrangement
(McClintock, 1984) and may lead to phenotypic diversification in hybrids and
polyploids (Comai, 2000 ; Madlung et al., 2002). Studying the dynamics of TEs in
hybrids and polyploids may allow us to understand the evolution of the genomes and
their propensity to adapt to various environments. Three hypotheses have been
advanced to explain the burst of TE activity and/or the increase of TE insertions into
hybrid/polyploid genomes. The genomic shock hypothesis states that hybridization or
polyploidization may represent shocks that activate TEs (McClintock, 1984). This
may induce an increase in the number of active TE insertions (Parisod et al., 2010).
The redundancy hypothesis considers that the increase in genomic niches available
may relax purifying selection acting against TEs (Comai, 2000 ; Matzke et Matzke,
1998) so they are able to multiply in polyploids. The bottleneck hypothesis is
popuiation-based hypothesis and states that when a hybrid population is created,
effective population size is reduced, which reduces the effect of purifying selection
after which TE insertion numbers may increase (Lynch, 2007). Many studies have
explored the effects of hybridization and polyploidization on TE dynamics in plants
(Ainouche et al., 2009 ; de Araujo et al,, 2005 ; Hanson et al,, 2000 ; Kashkush,
Feldman et Levy, 2002 ; Madlung et al., 2002 ; Parisod et al.,, 2010 ; Shan et al.,
2005), but few studies have studied these effects in animals (Labrador et Fontdevila,

1994 ; but see Liu et al., 2009 ; O'Neill, O'Neill et Graves, 1998).
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The Daphnia pulex complex has been intensively studied due to its
dominance in freshwater habitats in North America, and its variation in reproductive
mode and ploidy level. Daphnia usually reproduce by cyclic parthenogenesis, which
is clonal reproduction interrupted by bouts of sexual reproduction. However, some
lineages reproduce by obligate parthenogenesis (Hebert, 1981 ; Hebert et Crease,
1983 ; Hebert et Finston, 2001b ; Innes, Fox et Winsor, 2000 ; Innes, Schwartz et
Hebert, 1986). The D. pulex complex includes seven species that have been
distinguished on the basis of morphological, ecological, and genetic data (Colbourne
et al., 1998 ; Hebert, 1995 ; Markova et al., 2007). In North-America, two species of
the complex, D. pulex and D. pulicaria, are dominant in freshwater habitats, and are
morphologically similar but ecologically distinct (Hebert, 1995), although they
hybridize in nature (Crease, Stanton et Hebert, 1989 ; Hebert et Finston, 2001a ;
Hebert et al.,, 1993a ; Hebert et al, 1989). Diploid hybrids always have D. pulex
mitochondrial genomes and have been found to reproduce by obligate
parthenogenesis in nature based on patterns of allozyme variation (Hebert et
Finston, 2001a ; Innes et Hebert, 1988) and laboratory crosses (but see Heier et
Dudycha, 2009 ; Innes et Hebert, 1988). Analyses of allozyme variation indicate that
introgression is rare or nonexistent in areas where the two species co-occur (Hebert
et Finston, 2001a ; Hebert ef al.,, 1993b ; Innes, Schwartz et Hebert, 1986). The D.
pulex complex shows a geographical polyploidy pattern (Dufresne et Hebert, 1995,
1997 : Hobaek, Weider et Wolf, 1993 ; Ward et al.,, 1994 ; Weider ef al., 1999a ;
Weider et al., 1999b), with polyploid populations found at high latitudes and altitudes
and diploid populations (hybrid or not) being prevalent in temperate regions (Aguilera
et al., 2007 ; Beaton et Hebert, 1988 ; Dufresne et Hebert, 1995).

Polyploidy has occurred repeatedly in the D. pulex complex (Beaton et Hebert,
1988 ; Dufresne et Hebert, 1994, 1995, 1997). One polyphyletic group of polyploids
(collectively known as D. middendorffiana which we termed D. middendorffiana
sensu latto in this study) is thought to have arisen from hybridization between D.
pulex males and D. pulicaria females, or females of another species which no longer

exists as a cyclic parthenogen (Beaton et Hebert, 1988 ; Dufresne et Hebert, 1994,
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1997). A recent study using microsatellite data, flow cytometry and mitochondrial

sequences has shown that most polyploids of the D. pulex complex reproducing by
obligate parthenogenesis are triploids (Vergilino, Belzile et Dufresne, 2009). Triploids
that are thought to have arisen from crosses between D. pulex females and D.
pulicaria males are encountered in the Northeast of Quebec and in Ontario
(Vergilino, Belzile et Dufresne, 2009 ; Vergilino et al., 2011). Another group of
polyploids has been found in D. tenebrosa, a circumarctic species (Dufresne et
Hebert, 1995) and includes both triploid and tetraploid clones (Vergilino, Belzile et
Dufresne, 2009). The D. pulex genome has recently been sequenced (Colbourne et
al., 2011) and numerous Class Il DNA transposons have been identified in it
(Schaack et al,, 2010a). Previous studies have reported that Class Il TE insertion
numbers are lower in the genomes of obligately parthenogenetic D. pulex than in
genomes of lineages that reproduce sexually (Schaack et al., 2010b ; Sullender et
Crease, 2001b ; Valizadeh et Crease, 2008) as theoretically predicted if sexual
reproduction helps TEs to spread (Wright et Finnegan, 2001). Pokey, a class || DNA
transposon of the piggyBac family, has been extensively studied in diploid
populations. It inserts in tandemly repeated rRNA genes (Penton, Sullender et
Crease, 2002) and is also encountered in other parts of the genome (Valizadeh et
Crease, 2008). Whereas class |l DNA transposons are more prone to transfer
horizontally between lineages than retrotransposons, horizontal transfer doesn’t
seem to play a major role in the evolution of Pokey as 285 rRNA genes and
mitochondrial phylogenies of species in the subgenus Daphnia are congruent with
the phylogeny of Pokey elements (Penton et Crease, 2004). Based on patterns of
polymorphism observed among natural populations, previous studies (Sullender et
Crease, 2001a ; Valizadeh et Crease, 2008) have suggested that Pokey may be

active in sexual populations of D. pulex but not in obligate parthenogens.

The D. pulex complex and Pokey represent an interesting model to
understand the effect of hybridization and polyploidization on the evolution and
dynamics of a class Il DNA transposon in natura. This study aimed to, 1) determine

the effect of ploidy levels on the number of Pokey insertion sites and, 2) examine the
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impact of hybridization on the evolution of Pokey elements inserted in the 28S
rBNA gene.

4.4 Material and methods

4.41 Daphnia samples

We analyzed 53 isolates representing 6 of the 7 recognized species of the D.
pulex complex. Only D. melanica was not included. Nine Pokey sequences (PC2-FF-
5_1 [AY630577.1] and PC2-FF-5_1 [AY630578.1] from D. pulicaria; AR2-UN-1_1
[AY630585.1] from D. arenata; a consensus sequence PX2-SS-CON [AY630581.1]
from PX2-SS-5 and PX2-SS-6, PX2-SS-7_1 [AY630579.1] and PX2-SS-8_1
[AY630580.1] from North-American D. pulex; EPC2-UN-3_1 [AY630582.1] from
European D. pulicaria;, EPX2-UN-1_1 [AY630583.1] and EPX2-UN-2_1
[AY630584.1] from European D. pulex) were obtained from nine isolates studied by
Penton and Crease (2004; see Table 4-1). We established parthenogenetic lines
(clones) in the laboratory from 45 individual females sampled from nature between
2004 and 2010 (Tableau 4-1), and cultured them using standard techniques (Hebert
et Crease, 1980). Genomic DNA was extracted from 10 to 30 individuals weighing
approximately 100 mg (wet weight) from each of these clones using the DNeasy
Tissue kit (QIAGEN Inc., Mississauga, ON, Canada) according to the supplier
protocol. Species identity of these clones was assessed by combining information on
morphology, haplotype of the mitochondrial ND5 gene, genotypes of the nuclear
Lactate dehydrogenase (Ldh) gene (described in Vergilino et al., 2011), and ecology
(whether clones came from ponds or lakes). Ploidy levels have been assessed
previously using microsatellite genotypes and flow cytometry (Vergilino, Belzile et
Dufresne, 2009).



Tableau 4-1 Identification, ploidy level, and geographic origins of Daphnia
isolates used in the present study
Labels of the isolates are composites of their characteristics. The first two letters
represent the mitochondrial haplotypes followed by the ploidy level (2 or 3). SS, SF,
FF or UN represent Ldh genotypes and allow differentiating between D. pulex, pulex-
pulicaria hybrid, D. pulicaria or unknown nuclear genotypes respectively. The fast
number refers to the number of the isolate
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Isolates

Mitochondrial

haplotype

Ploidy

level

Geographic location

PX2-55-1
PX2-SS-2
PX2-SS-3
PX2-SS-4
PX2-SF-1
PX2-SF-2
PX2-SF-3
PX2-SF-4
PX2-SF-5
PX2-SF-6
PX2-SF-7
PX2-SF-8
PX2-SF-9
PX2-SF-10
PX2-SF-11
PX2-SF-12
PX3-SF-1
PX3-SF-2
PC3-SF-1
PC3-SF-2
PC3-SF-3
PX2-FF-1
PX2-FF-2
PX2-FF-3
PX2-FF-4

North-American D. pulex
North-American D. pulex
North-American D. pulex
North-American D. pulex
North-American D. pulex
North-American D. pulex
North-American D. pulex
North-American D. pulex
North-American D. pulex
North-American D. pulex
North-American D. pulex
North-American D. pulex
North-American D. pulex
North-American D. pulex
North-American D. pulex
North-American D. pulex
North-American D. pulex
North-American D. pulex
Eastern D. pulicaria
Eastern D. pulicaria
Eastern D. pulicaria
North-American D. pulex
North-American D. pulex
North-American D. pulex
North-American D. pulex

2x
2x
2X
2x
2X
2X
2x
2x
2X
2x
2x
2X
2x
2X
2X
2x
3X
3x
3x
3x
3x
2X
2X
2x
2X

Churchill, Manitoba, CAN
Churchill, Manitoba, CAN
Windsor, Ontario, CAN
Disputed Road, Ontario, CAN
Churchill, Manitoba, CAN
Windsor, Ontario, CAN
Windsor, Ontario, CAN
Windsor, Ontario, CAN
Ste-Foy, Québec, CAN
Ste-Foy, Québec, CAN
Michigan, U.S.A.
Kuujjarapik, Quebec, CAN
Métis, Québec, CAN
Kuujjarapik, Québec, CAN
Kuujjarapik, Québec, CAN
Métis, Québec, CAN
Kuujjarapik, Québec, CAN
Kuujjarapik, Québec, CAN
Kuujjarapik, Québec, CAN
Kuujjarapik, Quebec, CAN
Kuujjarapik, Québec, CAN
Vermillion County, llinois, USA
Vermillion County, lllinois, USA
Vermillion County, lllinois, USA
Vermillion County, fllinois, USA
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Isolates

Mitochondrial

haplotype

Ploidy

level

Geographic location

PC3-SF-4
PC3-SF-5
PC2-FF-1
PC2-FF-2
PC2-FF-3
PC2-FF-4
PC3-SF-6
PC3-SF-7
MI3-SF-1
MI3-SF-2
TE2-UN-1
TE2-UN-2
TE2-UN-3
TE3-UN-1
TE3-UN-2
TE3-UN-3
TE3-SS-1
EPC2-UN-1
EPC2-UN-2
EPC2-UN-3
EPX2-UN-1
EPC2-UN-2
PC2-FF-5
PX2-85-5
PX2-55-6
PX2-SS-7
PX2-5S-8
AR2-UN-1

Polar D. pulicaria
Polar D. pulicaria
Western D. pulicaria
Western D. pulicaria
Western D. pulicaria
Western D. pulicaria
Western D. pulicaria
Western D. pulicaria
D. Middendorffiana s.s.
D. Middendorffiana s.s.
D. tenebrosa
. tenebrosa
. tenebrosa
. tenebrosa

. tenebrosa

O o0 T O 0©

. tenebrosa
D. tenebrosa
European D. pulicaria
European D. pulicaria
European D. pulicaria
European D. pulex
European D. pulex
D. pulicaria
North-American D. pulex
North-American D. pulex
North-American D. pulex
North-American D. pulex

North-American D. pulex

3x
3x
2X
2x
2x
2x
3x
3x
3x
3x
2X
2x
2x
3x
3x
3x/4x
3x
2X
2X
2X
2X
2x

2x
2X
2x
2X
2X

Churchill, Manitoba, CAN
Kuujjarapik, Québec, CAN
Indiana, U.S.A.
Indiana, U.S.A.
Winnipeg, Manitoba, CAN
Kuujjarapik, Québec, CAN
Churchill, Manitoba, CAN
Kuujjarapik, Quebec, CAN
Churchill, Manitoba, CAN
Churchill, Manitoba, CAN
Churchill, Manitoba, CAN
Churchifl, Manitoba, CAN
Churchill, Manitoba, CAN
Churchill, Manitoba, CAN
Churchill, Manitoba, CAN
Churchill, Manitoba, CAN
Churchill, Manitoba, CAN
Lowland, Czech Republic

Catalonia, Spain

Grosser Binnense, Germany

Grebin, Germany

Malente, Germany

Warren County, Indiana, U.S.A.

Essex County, Ontario, CAN
La Tuque, Quebec, CAN
Florence, Oregon, U.S.A.

Humbclt Lake, Saskatchewan, CAN

Vermillion County, lllinois, U.S.A.
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4.4.2 Transposon display

We used a PCR-based approach called transposon (TE) display (Wright et
al., 2001) to test the effect of ploidy level on the abundance and distribution of Pokey
insertion sites in the genomes of 14 diploid and 13 polyploid isolates from the 53
isolates analyzed in this paper. These 27 isolates were chosen to account for the
diversity of diploid and polyploid clones, which have different mitochondrial
haplotypes and geographical locations (Tableau 4-1). We followed the TE display
protocol of Valizadeh and Crease (2008) but the annealing temperature for each
PCR reaction was set at 50 °C to allow amplification of TE inserts in Daphnia
species with genomes that are divergent from D. pulex. To determine if Pokey
insertion site patterns differ according to the ploidy level of the isolates, we
constructed a phylogenetic network from the binary Pokey presence/absence
profiles using the NeighborNet algorithm implemented in the program,

Splitstreev4.10 (Huson et Bryant, 2006).

To test the hypothesis that the number of TE insertions increases with ploidy
level, we compared the number of TE insertion sites to the heterozygosity of the
isolates (diploid and polyploid hybrids) weighted by their ploidy level. Each isolate
was genotyped at nine microsatellite loci as in Vergilino et al. (2011). Theoretically,
triploids may arise from independent hybridization events, and the number of TE
insertions in polyploids with different parental genomes may be greater than the
number of insertions in polyploids with similar genomes (due to the homozygosity of
some TE inserts). If we don’t account for the differences in the genomes that
constitute polyploids, we may overestimate the effect of ploidy level. TE insertions
sites may be more correlated to heterozygosity level than to ploidy level. Thus, we
introduce a heterozygosity index (H,), which takes into account the different ploidy

levels of each genotype such that:
HD|= (n3 +O-‘C-)*n2)/nlocus

where Niys is the total number of microsatellite loci analyzed (9), ns is the number of
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loci with 3 different alleles and n, is the number of loci with only 2 different

alleles. Genotypes from each diploid isolate that are homozygous for each
microsattelite locus have a Hy of 0, diploid isolates that are heterozygous for each
locus and triploid isolates with two different alleles at each locus have a H, of 0.5,
and triploid isolates that have three different alleles at each locus have a Hy of 1.
Triploids with low heterozygosity values (under 0.5) and/or few numbers of loci with
three alleles can thus be compared to diploid hybrids. To disentangle the effect of
the addition of different genomes from the effect of increased ploidy level per se, we
performed ANCOVA (Analysis of Covariance) using R v4.0 software (R Development
Core Team, 2004). The “number of TE inserts” is a dependent variable; the ploidy
level and H, are the independent variables. To compare the number of singletons
(i.e. transposon insertion sites encountered in only one isolate) between diploid and
polyploid clones, a Fisher exact test was performed on a 2x2 contingency table

similarly to the approach of Wright et al. (2001).

4.4.3 Cloning and sequencing Pokey alleles

To examine the impact of hybridization on Pokey, Pokey alleles inserted in
the 28S rRNA gene from various isolates of the D. pulex complex were cloned and
sequenced. An approximately 1600-bp fragment of Pokey alleles in the 285 rRNA
gene from 16 isolates (5 diploid hybrids, 5 polyploid hybrids, 3 diploids and 3
polyploids with unknown hybrid state and 1 diploid non-hybrids) of the D. pulex
complex (Tableau 4-1) were amplified using the internal Pokey primer, Pok5026F (5'-
TCGAACCTGCAGCCGGACGAATTTGCAG), and the primer 28SR (5-
TCCATTCGTGCGCGTCACTAATTAGATGAC), which is located 46 bp downstream
of the Pokey TTAA target site. PCR reactions were performed using the Phusion™
high-fidelity PCR kit (Finnzymes, Woburn, MA) according to the supplier protocol.
The amplification reactions were performed in an MJ PTC-100 thermal cycler (MJ

Research Inc.). The thermocycling profile consisted of 1 cycle of 1 min at 94°C, 35
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cycles of 30 sec at 94°C, 30 sec at 55°C and 2 min at 72°C, with a final
incubation of 5 min at 72°C. PCR amplicons were cloned using the StrataClone™
Blunt PCR Cloning Kit according to the supplier protocol. For each isolate, 10 to 12
plasmids were purified using the E.Z N.A. Plasmid Mini Kit {I (Omega Bio-tek Inc.,
Norcross, GA). These Pokey alleles were compared to Pokey sequences from a
previous study which focused on non-hybrid isolates (Penton et Crease, 2004) to
ensure that Pokey elements analyzed in this study belong to the Pokey lineage.
Partial Pokey sequences were manually aligned using the ClustalW module of
BioEdit v.7.0.5 available at http:/www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bicedit.html).

4.4.4 Recombination analyses

Potential recombination events among Pokey alleles were explored in a
dataset of 53 sequences in which ambiguous sites and indels were deleted to
prevent identification of false recombination events. The phi-test (Bruen, Philippe et
Bryant, 2006) implemented in Splitstree v4.10 (Huson et Bryant, 2006) and GARD,
(Kosakovsky Pond et al, 2006) available via the DataMonkey website at

http://www.datamonkey.org/ (Pond et Frost, 2005), were used for these analyses.

Recombination breakpoints were detected and the identity of parental and
recombinant sequences were identified using multiple algorithms: RDP (Martin et
Rybicki, 2000); GENECONV (Padidam, Sawyer et Fauquet, 1999); BOOTSCAN
(Salminen et al, 1995); MAXIMUM CHI SQUARE (Maynard Smith, 1992);
CHIMAERA (Posada et Crandall, 2001) and SISTER SCAN (Gibbs, Armstrong et
Gibbs, 2000) implemented in the RDP v3.44 software (Heath et al.,, 2006 ; Martin,
Williamson et Posada, 2005). We use kwarg, a heuristic alternative to the branch
and bound method implemented in beagle (Lyngse, Song et Hein, 2005) to calculate
the haplotype lower bound, R, (Song et Hein, 2005). Kwarg doesn't guarantee that
the minimal recombination history will be found but it will return a history with a low

number of recombination events under the infinite sites assumption. We ran kwarg
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2048 times with the default scoring scheme and recorded the minimal number of

recombination events for each iteration. Hudson and Kaplan minimum recombination
events, R, (Hudson et Kaplan, 1985) were calculated with the DnaSP v5 software
(Librado et Rozas, 2009) and haplotypebound, a program in the same package as
kwarg (Song et Hein, 2005). To determine if recombination has an impact on the
transposase protein, a recombination analyses was applied to a reduced dataset
containing partial sequences of the transposase ORF using GARD analysis
(Kosakovsky Pond et al., 2006) and the phi-test (Bruen, Philippe et Bryant, 2006).

4.4.5 Phylogenetic analyses and ancestral recombination graphs

As all the recombination analyses detected recombination events (see
results) we constructed a phylogenetic network using the NeighborNet algorithm
implemented in Splitstree v4.10 (Huson et Bryant, 2006). Dendrograms were
produced for each fragment separated by recombination breakpoints highlighted by
GARD analysis of the 53 sequences using the Neighbor-joining algorithm (Saitou et
Nei, 1987). To understand more accurately the process and evolutionary history of
recombination in the Pokey fragments cloned here, we constructed an ancestral
recombination graph using kwarg (Lyngsg, Song et Hein, 2005 ; Song et Hein, 2003,

2005). We chose the simulation with the lowest Ry, value to build this graph.

4.4.6 RFLP analysis

Given the intra- and inter-genomic variability of Pokey alleles in isolates from
which elements where cloned, and the high number of recombination events in these
sequences (see results), we aimed to explore the variability of presence/absences of
these alleles in different isolates belonging to the D. pulex complex. To determine if

recombinant Pokey alleles are encountered in these isolates we use a restriction
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enzyme analysis (i.e. RFLP) on Pokey alieles amplified from 28S rRNA genes of

41 isolates (Tableau 4-1). Restriction enzymes that cut at specific sites in some
Pokey alleles may be used to highlight Pokey sequences that have undergone
recombination events. We used NebCutter v2.0 (http://tools.neb.com/NEBcutter2/)
on each of the 53 sequences to choose enzymes that would highlight different pure
and recombinant Pokey alleles. The restriction enzymes Dral, BspHI and BstEll
(NewEngland BiolLabs Inc., Ipswich, MA) are used in a two-step protocol. On the
approximately 1600 pb length of the partial Pokey sequences amplified in this study
Dral, BspHI and BstEil enzymes (New England Biolabs) cut at 380, ~790, ~ 1080 pb.
The eight possible conformations may be differentiated on a 3% agarose gel. RFLP
are conducted using a two steps proctocol. In the first step Dral and BspH|{ are used
in the same mix using the NEBbuffer4 and digestion is conducted at 37°C during two
hours. In the second step NEBbuffer3 for a final 1X concentration, BSA at 1U/ul and
BstEll at 1U/ul are added to the solution and digestion is conducted at 60°C during
one hour. At each digested PCR products were run on a 3% agarose gel for 2 hours
with a fixed voltage of 95 volts. The 100bp VWR® Molecular Weight Marker (VWR
International) was used as a size standard. RFLP haplotypes are encoded with
letters (see Table 5). Haplotype a has been cut with Dral and BstEIl. Haplotypes b, ¢
or f have been cut with Dral, BspHI| or BstEll respectively. Haplotypes d or g have
been cut with BspHI and BstEll, Dral and BspHI respectively. Haplotype e has been
cut with Dral, BspHI and BstEll and Haplotype h has not been cut by any of these

three enzymes.

4.5 Results

4.5.1 AQuantification of Pokey insertion sites

Twenty-seven Daphnia isolates were analyzed for Pokey insertion sites, of
which 14 are diploids and 13 are polyploids. Of these, six isolates that have D.

tenebrosa mitochondrial haplotypes and there is no evidence based on microsatellite
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genotypes that any of them have a hybrid origin. We used the results of TE

display to generate a Pokey profile for each isolate indicating the presence (1) or
absence (0) of insertion fragments observed (Tableau 4-5). The mean number of
Pokey insertions in diploid isolates was 17.43 (x4.64), with values from 7 to 26,
whereas the mean number of Pokey insertions in triploid isolates was 19.92 (x4.37),
with values from 13 to 28. Overall, 88 different Pokey insertion sites were detected
(See Tableau 4-5). The 13 polyploid isolates displayed 72 of these Pokey insertion
sites, of which 14 (19.4%) were found in only one isolate (singletons). The 14 diploid
isolates had 68 of these Pokey insertion sites, of which 8 (11.8%) were found in only
one isolate. In the phylogenetic network based on patterns of Pokey insertion sites
(Figure 4-1), five of six D. tenebrosa isolates branch together (TE3-UN-1, TE3-UN-2,
TE3-UN-3, TE2-UN-1 and TE2-UN-3) although pulex-pulicaria diploid and polyploid
isolates appeared to be distributed without a clear pattern. This pattern may be the
consequence of different distributions and dynamics of the Pokey transposon in D.
fenebrosa. We decided to exclude D. tenebrosa isolates from the ANCOVA analysis.
Without D. tenebrosa isolates, 87 Pokey insertion sites were detected (Tableau 4-5).
The mean number of insertions in diploid hybrid isolates was 18.82 (+3.60), with
values from 14 to 26, whereas the mean number of Pokey insertions in polyploid
isolates was only 21.50 (+£7.30), with values from 17 to 28. The difference in insertion
numbers between diploid and polyploid hybrids is not statistically significant
(ANCOVA P-value=0.06485; see Figure 4-2 and Tableau 4-2). The 10 polyploid
isolates displayed 68 of the 87 Pokey insertion sites, of which 14 (20.6%) were found
in only one isolate. Eleven diploid hybrid isolates had 65 of these Pokey insertion
sites, of which 8 (12.3%) were found in only one isolate. The difference between the
number of singletons between diploid and polyploid hybrids was not statistically

significant (Fischer exact test, P-value=0.3579).
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Figure 4-1 Phylogenetic network on the binary matrix obtained with the TE display technique
from diploid and polyploid hybrid isolates of the Daphnia pulex complex.
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Tableau 4-2 Results of the covariance analysis (ANCOVA) on TE display results

using the ploidy level and H as the independent variables.

Estimate Standard Error t-value Pr(>|t])

(Intercept) 13.737 3.057 4.493 0.000281***
Hpi 12.918 7.326 1.763 0.094791
Ploidy 1.812 1.560 1.162 0.260561

Residual standard error: 3.387 on 18 df; Multiple R 0.2621; Adjusted R 0.1801; F-
statistic:3.197 on 2 and 18 df.; p-value=0.0648.
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4.5.2 Pokey sequences
4.5.2.1 Recombination signals

Forty-four sequences from the 3 end of the Pokey element (GenBank
[accession numbers Xxxxxx to Yyyyyy]) were added to nine Pokey alleles previously
sequenced from non-hybrid clones for a total of 53 sequences analyzed. These
sequences had variable lengths due to muitiple indels and varied from 1419 (PX2-
SF-8_30) to 1471 (TE3-SS-1_9) nucleotides. These sequences contain two open
reading frames (ORFs). The first is not complete and represents the 3’end of the first
exon of the Pokey transposase (T. Elliott and I. Bigot, unpublished data). The second
ORF, which is the second exon of the Pokey transposase is complete and is variable
in length. Total amino acid (aa) sequence lengths of these two ORFs range from 286
aa in most sequences to 299 aa. One sequence (TE3-UN-1_14) has a 1-nt insertion

that causes a frameshift mutation in the first ORF.

All recombination analyses performed on the 53 Pokey sequences showed
evidence of recombination events with a phi-test (P-value<0.01). Two recombination
breakpoints were found (at positions 540 and 820) using GARD analysis of the entire
sequences. A minimum of six unique recombination events was detected using the 6
algorithms implemented in RDP3.44 (Tableau 4-3, Figure 4-3). Unique
recombination events were detected in sequences that share the same parental
sequences and the same recombination breakpoints. Groups of sequences that are
the results of these 6 unique recombination events have been named A to F (see
Tableau 4-3). Recombination events A and B seem to be similar to the events that
are highlighted by the GARD analysis (Tableau 4-3). Some recombination
breakpoints may be undetermined due to multiple recombination events that may be
entangled. The Hudson-Kaplan minimum number of recombination events (Rq) in
our partial Pokey sequences dataset is 30 according to the algorithm implemented in
DnaSP v5 and 36 using the algorithm implemented in kwarg (Figure 4-5). According
to the kwarg algorithm, the values of the haplotype lower bound R follow a normal
distribution with mean 96.39 and a standard deviation of 3.1 (Figure 4-5). Phi-test (P-
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value<0.01), GARD analysis (two recombination breakpoints detected) and
algorithms of the RDP3 software detected evidence of recombination events in the

reduced dataset representing the 53 ORFs (about 858 to 897 pb. length) encoding
Pokey transposases.



Tableau 4-3 Summary of recombination events detected on 53 Pokey sequences from the Daphnia pulex complex using RDP3

software

Recombinant Breakpoints in ]
] Parental sequences algorithms P-values
events (number alignment’
of sequences) begin end minor major
RDP, GeneConv, 1.39E-07, 3.23E-04,
A(16) 11° 807 TE3-UN-2_4 PX2-SF-8_30 Bootscan, Maxchi, 4.82E-07, 3.86E-09,
Chimaera, SiScan 3.93E-09, 3.27E-13
) Bootscan, Maxchi, 2.21E-04, 4.67E-086,
B (2) 1 547 PC3-SF-1.28  PC3-SF-3_17 _ ,
Chimaera, SiScan 3.04E-05, 9.38E-10
C (5) 591 807° PC3-SF-5_15 AR2-UN-1_1 Maxchi, SiScan 2.38E-05, 7.97E-08
D (13) 824 1113° PC2-FF-4_3 Unknown® Maxchi, SiScan 6.69E-05, 1.57E-18
E (6) 766 1102° PX3-SF-1_20 Unknown® Maxchi 8.16E-05
F (1) 494 717° PC3-SF-3_5 TE3-UN-2_25 SiScan 8.82E-04

# positions of putative recombinant breakpoints in the alignment;

b

actual breakpoint position is undetermined, this is most likely

overprinted by a subsequent recombination event; © Only one parent and a recombinant need be in the alignment for a recombination

events to be detectable.

0ocl
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4.5.2.2 Pokey phylogenetic network and dendrograms

The phylogenetic network using 53 partial Pokey sequences showed clear
groups of sequences (Figure 4-3). In this phylogenetic network, sequences amplified
from different species (TE2-UN and TE3-UN from D. tenebrosa, EPX2-UN from
European D. pulex, PX2-SS from D. pulex) are each grouped together (Figure 4-3).
All the sequences from the isolate TE3-SS-1 and sequences belonging to triploid
isolates from Churchill (PC3-SF-6 and MIi3-SF-2) which have D. pulicaria or D.
middendorffiana sensu stricto haplotypes (Vergilino, Belzile et Dufresne, 2009)
represent two different groups. Various sequences amplified from D. pulicaria (PC2-
FF-4 and PC2-FF-5) or D. pulex hybrid isolates (PX2-SF-8, PX3-SF-1 and PC3-SF-
1) clustered together. Three groups of sequences contain sequences amplified from
isolates that belong to different species (Figure 4-3). Two groups contain sequences
from pulex-pulicaria hybrid clones (PX2-SF-8 and PC3-SF-3), D. tenebrosa clones
(TE3-UN and TE2-UN), European D. pulicaria clones (EPC2-UN). Another group is
represented by sequences from D. arenata (AR2-UN-1), D. pulicaria (PC2-FF-4) and
pulex-pulicaria hybrid (PX2-SF-8). An allele from a D. tenebrosa isolate (TE2-UN-2)

groups with sequences from pulex-pulicaria hybrid clones.

Dendrograms produced from fragments of the Pokey sequences bounded by
recombination breakpoints identified by the GARD analysis (Figure 4-4) show some
potential origins of Pokey alleles from the MI3-SF-1 and PC3-SF-5 isolates (D.
middendorffiana sensu latto isolates). Some of these alleles seem to have arisen
from recombination events between Pokey alleles from D. tenebrosa isolates (TE3-
UN-1, TE3-UN-2, TE3-UN-3 and TE2-UN-1) and Pokey alleles from different hybrid
(PX2-SF-8) or D. pulicaria (PC2-FF-4) isolates. Pokey alleles from the TE3-SS-1
isolate (introgressed triploid D. tenebrosa with D. pulex nuclear genome; see
Dufresne et Hebert, 1994 ; Vergilino et al., 2011) seem to have arisen from alleles
from D. pulex (PX2-SS-CON, PX2-SS-7_1 and PX2-SS-8_1) and D. tenebrosa
(TE3-UN-1, TE3-UN-2, TE3-UN-3 and TEZ2-UN-1) with two recombination

breakpoints (see Figure 4-4). Some Pokey alleles encountered in D. tenebrosa
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isolates (TE3-UN-1_14, TE2-UN-3_3, TE2-UN-3_20 and TES3-UN-3_13) and

European D. pulicaria (EPC2-UN-3 and EPC2-UN-2_1) seem to have arisen from
recombination between alleles that are most similar to D. tenebrosa Pokey alleles
and to pulex-pulicaria Pokey alleles. A complex pattern of recombination may have
produced the Pokey diversity encountered in diploid and polyploid hybrids from the
pulicaria group (PX2-SF-8, PC2-FF-4, PC3-SF-1, PC2-UN-5_2 and PX3-SF-1) and
D. arenata (AR2-UN-1). Pokey alleles encountered in D. tenebrosa (TE2-UN-2_6
and TE2-UN-1_8) and in European D. pulicaria (EPC2-UN-1_9) are most closely

related to these last alleles.

In the Figure 4-3, we indicated sequences that are putative recombinant
sequences (A, B, C, D, E and F; see Tableau 4-3). Some sequences appeared to be
the result of two recombination events. The sequence from TE3-UN-3_10 originated
from recombination events D and F. The sequences from PX2-SF-8_1 and PX2-SF-
8_29 were the result of recombination events E and B. All the Pokey alleles from
TE3-SS-1 appeared to have undergone recombination events A and C. The shape of
the phylogenetic network showed that some additional events might exist between
Pokey alleles (Figure 4-3). For example, Pokey alleles from MI3-SF-1 and PC3-SF-5
appear to be the result of recombination events between Pokey alleles from D.

tenebrosa and the group of alleles comprising PC3-SF-3_5 and EPC2-UN-2_1.



-~

~
'
~ !
~ ?
[
AN )
'
N 2 EPC2-UN-1_9 E
\ ] PC2-FF-5_1
N\ ! PC3-SF-3_17 g
D \ :TEZ'UNJ g o
EPX2-UN-2 1 [ "
- -
EPX2-UN-1 1 ' N ’
TE3-UN-3_21 s A R
e una 2 TEI-UN-1_2 M 4 ’
JUN-2_25 TE3.uN-3 19 M Y PX2-SF-81 4
TE3-UN-2_47g2.UN-1 18 \ “ N ' o’ l'
L] ¢ rd
. \ . SE .
TTEtzqua:J: 3 . : PX2SF8 29 0% pyrsrg s
UN-1 Y N . PX2-SF-8_4 PC2-FF-4_2
N : . 4 PC .
TS TR ! ! oo ATt e 2e
5 g PR TE2-UN-2 6
F TE3-UN-3_10 | - - PC2-FF-5_2
~. 7’ S - PX2-SF-8 2 PC2-FF-4 |
" tmm - PX3-SF-1_9
)
~
~ PX3-SF-1 20
oy -~
o
el — — —
PX2-SF-1 18
PX2-55-CON
- ~ PX2-55--7
P PX2-55-8
h AR2-UN-1 ) PC2-FF-4_3
PC3-SF-5_15 P hI3-5F-2_1 " PX2-5F-8_30
/ PC3-SF-5 17 ~ B
I PC3-SF-3.5 PO UN 3 \
- 2-U
TE3UN-3 13 : [ el s \
’ TE2-UN-3.3 EPC2-UN-2 1 TE3-SS-1.12 \
TE3-S5-1_13
TE2-UN-3_20 ' TE3-S5-1 6
PX2-SF-8 3, TE3-UN-1 14 N \

|
‘ A \
|
Figure 4-3 Phylogenetic network constructed using the NeighborNet algorithm on the 53 Pokey sequences dataset from isolates of the

Daphnia pulex complex
Dashed lines represent the set of sequences that have undergone recombination évents (capital letters) detected with RDP v3.44

software



(Al
F

_IEZ-UN-*J
EPX2-UN-2_1
EPC2-UN-3_1
EPC2-UN-2_3
TE3-UN-1_2

AR2-UN-1_1
L—PX3.5F-1_9
PX3-SF-1_20
PC2-FF-5_2
PC2-FF.4_1
PC2-FF-4_2
PX2-SF-8_1
PX2-8F-8 2
PX2-SF-8_28
PX2-SF-8_4
" PC3.SF-1_28
TE2-UN-2_6
PX3-SF-1_1
PX2-S8-CON
|—Px2-55-8_1
PX2-S8-7_1
£X2-551_18
TE3-85-1_6
TE3-$S-1_9
TE3-SS-1_12
TE3.SS-1_17
TE3-SS-1_13
PC2-FF-4_3
PX2-SF-8_29
PX2-5F-8_30

Figure 4-4 Unrooted Neighbor-Joining trees constructed with fragmented sequences flanked by recombination breakpoints

TE3-UN-1_14
TE2-UN-3 3
TE2-UN-3_20
PX2-SF-8_3
PC3.SF-3_5

TE3-UN-3_13
PC3-SF-5_15

‘|PCSASF-5_17
MI3-SF-2_1

TE3-UN-1_3

TE3-UN-3_10
TE3-UN-2_4
TE3-UN-2_25
TE3-UN-3 21
TE3-UN-3_19
PC2-FF-5_1

TE2-UN-1_8

EPC2UN-1_9

PC3-SF-3_17

— e
EPX2-UN-2_1

PC3-§F-5_15

TE3-UN-1_18
TE2-UN-1_18
TES-UN-1_2
TE3-UN-3_14
TE3-UN-3_19
TE3-UN-2_1
TEZUN-3_23
TE3-UN-2_25
TE3-UN-2_4

L—Te3un-3 10
PC2-FF-5_1

EPC2-UN-1_8
PC3-SF-3_ 17
PX2-SF-8_1

TE2-UN-3_

_ | PX2-SF-8_3

PC3-SF-3.5
EPC2-UN-2_1

PC2-FF-5_2

|- PX2-SF-8_29
-Px2-55-8 1
PX2-55-CON
PC2-FF-4_3
PX2-SS-1_18
—AR2-UN-1_1
PX2-SF-8 30
-Px2-65-7_1

PX3-SF1_20

highlighted by GARD analysis on a 53 sequences dataset

A), B) and C) represent trees constructed from each part of recombinant sequences (1-~540 nuc., ~540-~820 nuc., and ~820-

~1450 nuc. respectively)

C) ngz-UN»U
_E‘—EPXZvUN-Z_‘l

PC2-FF-5_1

EPC2-UN-1_9
TE2-UN-1_8
PC3-SF-3_17
PX2-SF-8_1
PX2-SF-8_29

PX2-SS-CON
PX2-SS-7_1
PX2-S5-8_1
PX2-55-1_18
TE3-SS-1.9
L EPC2-UN-3_1
EPC2-UN-2_1
AR2-UN-1_1
’-PCZ-FF-d 3
PC3.8F-5_17
MI3-SF-2_1
PX2-SF-8_30
ECB-SF-E:_ 15
TE3-SS-1_13
TE3-55-1_6
TE3-§S-1_12
TE3-SS-1_17
TE2-UN-3_3
TE3-UN-3_13
FTE2-UN-3_20
TE3-UN-1_14
PX2-SF-6_3
PCI-SF-3_5

12"



135

4.5.2.3 Ancestral recombination graphs

The number of recombination events detected by the RDP3 software may be
underestimated. Indeed, the estimated values of R, using DnaSP, R,, using kwarg
and Ry, are higher (30, 36 and 96.39+3.10 respectively; Figure 4-5) than the six
unique recombination events estimated using RDP3 software. Figure 4-6 shows an
ancestral recombination graph with 89 recombination events (Ry) using the Song
and Hein algorithm (2005). In Figure 4-6, we highlight the evolutionary history of the
Pokey allele TE3-SS-1_12, which contains 38 recombination events. The Ancestral
Recombination Graph shows putative past recombination events that were not
detected by the different algorithm of the RDP3 software. For example the evolution
of PC2-FF5_2, PC2-FF-4_1 and PC2-FF-4_2 encountered in D. pulicaria isolates
seem to involve 19 past recombination events. Algorithms provided in the RDP3
software screen for evidence of recombination events using distance and
phylogenetic methods (Heath ef al.,, 2006 ; Martin, Williamson et Posada, 2005).
They don’t reconstruct the recombination events history as do by Ancestral
Recombination Graph algorithms (Hudson et Kaplan, 1985 ; Lyngsg, Song et Hein,
2005 ; Song et Hein, 2005) Thus RDP3 analyses may fail to recover past

recombination events that may be blurred by more recent recombination events.
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4.5.3 Pokey alleles in different isolates

To test if recombinant Pokey alleles are encountered in additional clones
(hybrids or not) of the D. pulex complex, we used a restriction enzyme analysis (i.e.
RFLP) on Pokey alleles amplified from the 28S rRNA gene from 41 isolates (Tableau
4-4). Eight different haplotypes were found (a to h; Tableau 4-4). These haplotypes
do not represent all the different Pokey alleles that may be encountered in each
isolate. RFLP haplotypes a and b, which are found in 33.33% and 38.09% of the
isolates, respectively correspond to alleles that are encountered in pure D. pulex, D.
pulicaria and in diploid and polyploid hybrids between them. The RFLP haplotype b
may also be encountered in D. tenebrosa isolates. The RFLP haplotype c
(encountered in 26.19% isolates) corresponds to the sequences that have
undergone the recombination event D or E (Tableau 4-3). The RFLP haplotype, d
(encountered in 30.95% isolates) corresponds to the sequences that have
undergone the recombination event A but not the recombination event C. Haplotype
e (encountered in just one isolate) corresponds to the sequences that have
undergone recombination events A and C. Haplotypes f and g (encountered in 4 and
1 isolates respectively) correspond to rare alleles of unknown recombination status.
Haplotype h (encountered in 28.57% isolates) may correspond to the sequences that
have undergone recombination events E and/or B. The sequences with
recombination event F can not be differentiated from other recombinant D
sequences with our RFLP analysis. The different genomes may contain from 1 to 5
different Pokey RFLP haplotypes with an average of 1.74 and a standard deviation
of 0.96. Some genomes present only one Pokey allele amplified from their rRNA
genes (see PC3-SF-5, PX2-SS-1, PC3-SF-4, EPC2-UN-1 and EPC2-UN-2 in
Tableau 4-4) and this allele is a putative recombinant. The v1.1 genome sequence of
D. pulex was scanned for our partial sequence of Pokey using a homology-based
approach. Queries representing Pokey elements sequenced in our study were used

in TBLASTN searches of the pre-release genome. Sequences from contigs
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containing sequences with E-value = 0.0 were aligned with our dataset of 53
sequences to generate a dataset of 58 sequences. Sequences with indeis more than
10 nucleotides were omitted in subsequent analyses. A NeighborNet phylogenetic
network was constructed and a recombination detection analysis was performed on
the larger dataset using RDP3.44 software. The resulting phylogenetic network is
shown in Figure 4-7. Recombination events were detected in some of the sequences
from the genome sequence. These sequences group with sequences encountered in
diploid and polyploid isolates from the pulicaria group (PC2-FF-5 and PC3-SF-3), in
diploid D. tenebrosa (TE2-UN-1) and in European D. pulicaria (EPC2-UN-1) which

have undergone the recombinant event E (Figure 4-7).
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Tableau 4-4 Pokey RFLP haplotypes amplified from 41 isolates of the Daphnia pulex
complex.

RFLP haplotypes

Isolates
a b c d e f g h
MI3-SF-1 X X X
PX2-SS-1 X
MI3-SF-2 X X
PC3-SF-4 X
EPC2-UN-1 X
PC3-SF-6 X
PX2-SF-1 X
PX2-SS-2 X X
TE3-SS-1 X X
TES3-UN-1 X X
TE3-UN-2 X X
TE3-UN-3 X
TE2-UN-1 X X
TE2-UN-2 X
TE2-UN-3 X
PX2-SS-3 X
PX2-SF-2 X X
PX2-SF-3 X X
PX2-5S-4 X
PX2-SF-5 X X
PX2-SF-6 X X
EPC2-UN-1 X
PX2-SF-7 X X X X X
PX3-SF-2 X
PX2-SF-8 X X X X X
PC3-SF-3 X X

PX3-SF-1 X X X
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4.6 Discussion

4.6.1 Effect of ploidy level on the density of Pokey into the genome

The effect of ploidy level on TE insertion number has been mostly studied in
plants including both autopolyploids (Hazzouri et al., 2008) and allopolyploids
(Madlung et al, 2002 ; Parisod et al., 2010). Theory predicts that transposon
insertions increase with ploidy level (Madlung et al., 2002 ; Matzke et Matzke, 1998 ;
Wendel, 2000). Some studies on plants and fishes have shown an activation of TEs
in newly synthesized allopolyploids (Liu et al., 2009 ; Parisod et al., 2010) but few
studies show an increase in TE insertion sites with ploidy in the short or long term
(Parisod et al., 2010). Mobilization of TEs may be family dependent (Parisod et al.,
2010), and the regulation ability of the host genome also seems to play a crucial role
in controlling mobilization and insertion processes (Madlung et al., 2002 ; Yoder,
Walsh et Bestor, 1997). Numerous studies have shown TE mobilization in newly
synthesized allopolyploid crops (de Araujo et al., 2005 ; Hanson et al., 2000 ;
Kashkush, Feldman et Levy, 2002) and in Arabidopsis allopolyploids (Hazzouri et al.,
2008 ; Madlung et al., 2002). A recent study on cyprinid fish shows that crosses
between two divergent species of carp (Megalobrama amblycephala and Carassius
auratus red var.) generated a burst of activity in a Tc1-like retrotransposon in fertile
allotetraploid offspring but not in sterile triploid hybrid offspring (Liu et al., 2009). The
effects of hybridization per se and of the ploidy level increase are entangled in these

newly synthesized allopolyploids and hence difficult to separate.

Our study is one of the first to examine the number of TE insertion sites in
relation to the ploidy level in natural animal populations. Since the diploid and
polyploid isolates we analyzed are both hybrids with the same reproductive mode,
they can be compared. No significant differences in insertion number of Pokey were
found between diploid and polyploid hybrids (18.82 £3.60 vs. 21.50 +7.30)
suggesting that an increase in ploidy level does not lead to an increase in Pokey
insertions in the long term. Alternatively, it is possible that increases in Pokey

insertions occur shortly after transitions to higher ploidy levels but that genomic
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reorganization results in the loss of TE sequences with time. As the clonal
isolates we studied were not experimentally produced, their age is not known.
Previous studies have suggested that asexual populations of D. pulex have
originated some 150,000 years ago (Paland et Lynch, 2006) and that some
polyploids from the D. pulex complex were produced during the Pleistocene
(Dufresne et Hebert, 1997).

The absence of statistical significance between insertion site numbers in
diploid and polyploid Daphnia isolates may be due to an increase and a subsequent
decrease of TEs in polyploid genomes via some ectopic recombination and genome
rearrangement events rather than an absence of increase of TEs in polyploids.
Parisod et al. (2010) noted that the loss of TEs after polyploidization in both the short
and long term is common, whether or not they activate. These losses are thought to
be due to genome rearrangement via unequal and ectopic recombination events
between TE alleles at non-homologous loci. The slightly greater number of
singletons in polyploids (20.6%) than diploids (12.3%) probably reflects Pokey

insertions in the additional chromosome set those triploids carry.

Bursts of TE activity in hybrids have been highlighted in numerous homoploid
(of the same ploidy level) hybrid plants (Ainouche et al., 2009 ; Shan et al., 2005),
fruit flies (Fontdevila, 2005 ; Labrador et Fontdevila, 1994 ; Petrov et al., 1995) and
wallabies (O'Neill, O'Neill et Graves, 1998). In Drosophila melanogaster and D.
virilis, hybrid dysgenic crosses may lead to bursts of various TE activities (Lewis et
Brookfield, 1987 ; Petrov et al, 1995) due to release from control of cytoplasmic
repression (Blumenstiel et Hartl, 2005 ; Brookfield, 1991 ; Castro et Carareto, 2004).
Valizadeh and Crease (2008) found lower average values in asexual diploid isolates
of D. pulex (3.27 +2.07, with values from 1 to 8) than in our survey of asexual diploid
hybrid isolates (18.82+3.60, with values from 14 to 26). However, they used a higher
annealing temperature so it is possible that the large difference between our results
and theirs is due solely to the difference in annealing temperature between the two

studies (55°C instead of 50°C). To test this, we performed TE display on nine of our
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diploid hybrid isolates using the same annealing temperature used by Valizadeh
and Crease (2008) and still found higher values of Pokey insertion in our hybrid
clones (10.55 £5.22, with values from 3 to 17). There is a substantial variability in the
TE insertion numbers in both diploid and polyploid isolates, which may lead to a non-
significant difference between these two groups. This variability may be due to the
presence or absence of active TEs in parental species, which may influence the
subsequent proliferation of TEs in the hybrid progeny. Increases in TE copy number
may depend on TE activity and the effectiveness of regulation in the hybrid genome
as it has been highlighted in Drosophila hybrid dysgenic crosses (Blumenstiel et
Hartl, 2005 ; Brookfield, 1991 ; Lewis et Brookfield, 1987 ; Petrov et al., 1995).

4.6.2 Evolution of Pokey via intragenic recombination

All the analyses show evidence of recombination events in Pokey sequences
inserted in the rDNA loci. These recombination signals don’t seem to be due to
cloning artifacts as some isolates may have just one recombinant Pokey allele in
their genome (e.g PC3-SF-5 and PC3-SF-4 triploid isolates or EPC2-UN-1, EPC2-
UN-2 and PX2-SS5-1 diploid isolates). Moreover, increasing the extension time of the
PCR cycles to avoid artefactual recombination events during amplification (data not
shown) did not lead to any different RFLP results. Numerous studies have focused
on the relationships between recombination rates in host genomes and TE
distributions (Carr et al., 2002 ; Duret, Marais et Biemont, 2000 ; Langley et al., 1988
; Rizzon et al., 2003) or dynamics (Schaack et al., 2010a ; Schaack et al., 2010b ;
Valizadeh et Crease, 2008). Different theories (Dolgin et Charlesworth, 2008) aim to
explain the underlying mechanisms that are responsible for the non-random
distribution of TEs in the genome (Biémont, 1992 ; Duret, Marais et Biemont, 2000).
The distribution and abundance of TEs may be influenced either by selective forces
(Brookfield, 1991 ; Finnegan, 1992 ; Montgomery, Charlesworth et Langley, 1987),
the stochastic process of mutation (Biémont, 1992) or the availability of insertion
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sites. Models based on the action of selection invoke either the impact of

recombination events between TEs inserted in non-homologous loci («ectopic
exchange model», Montgomery, Charlesworth, Langley 1987), the deleterious effect
of TE insertions in coding (or in regulatory) sequences («deleterious insertion
model», Finnegan 1992) or the deleterious effect of transposition activity itself
(«deleterious transposition model», Brookfield 1991) to account for the deleterious
effects of TEs. The «ectopic exchange model» and the «deleterious insertion model»
predict a negative correlation between the recombination rate along the chromosome
and the TE insertion frequency (Charlesworth, Langley et Sniegowski, 1997 ;
Langley et al, 1988) while the mutational model (Biémont, 1992) and the
«deleterious transposition model» do not. Empirical data from sequenced genomes
show that the relationship between TE density and recombination rate depends on
the organism and the TE class or family (Bartolomé, Maside et Charlesworth, 2002 ;
Duret, Marais et Biemont, 2000 ; Eickbush et Eickbush, 1995 ; Kim ef a/., 1998 ;
Penton, Sullender et Crease, 2002 ; Rizzon et al.,, 2002 ; Wright, Agrawal et Bureau,
2003). For example, DNA transposons in Caenorhabditis elegans are located
preferentially in recombination hotspot regions whereas retrotransposons are not
(Duret, Marais et Biemont, 2000). Researchers have suggested a role for
recombination in the transposition process to account for this discrepancy between

theory and empirical data (Duret, Marais et Biemont, 2000}).

Some TEs (Pokey in Daphnia or R1 and R2 in Drosophila) are found in rRNA
genes, which is a recombination hotspot (Eickbush et Eickbush, 1995 ; Penton,
Sullender et Crease, 2002). Using the «ectopic exchange model» as a framework,
Zhang et al. (2008) have shown that eukaryotic hosts may tolerate a high load of
retrotransposable elements in their rDNA because they generally have many more
rDNA copies than the minimum required for rRNA synthesis. Moreover, concerted
evolution of rDNA occurs as a result of unequal cross-over and gene conversion
between misaligned repeats (Eickbush et Eickbush, 2007), and unequal sister
chromatid exchange or intrachromatid exchange seem to be the main processes that

are responsible for rDNA copy number variation in Daphnia (but see Ambrose et
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Crease, 2011 ; Crease, 1995 ; McTaggart et al.,, 2007). However, Ambrose and

Crease (2011) showed that IGS sequences from different Daphnia species have
undergone numerous interchromatid exchanges. Our results show that
recombination has a dramatic impact on the evolution of Pokey alleles in the rDNA of
Daphnia. We detected a minimum of six unique recombination events between
Pokey alleles from different species using different algorithms, but it seems that
more than thirty recombination events have modeled the evolution history of Pokey

alleles encountered in our study.

Because Pokey does not seem to be prone to horizontal transfer (Penton et
Crease, 2004 ; Penton, Sullender et Crease, 2002 ; Sullender et Crease, 2001a),
recombination between Pokey elements that have diverged in the genomes of
different species may provide a marker with which to study the history of
hybridization events among the members of the D. pulex species complex. For
example, Pokey alleles in hybrid isolates, PX2-SF-8 and introgressed isolate, TE3-
SS-1 seem to be recombinants between alleles encountered in their putative
parental species (D. pulex and D. pulicaria for PX2-SF-8, and D. tenebrosa and D.
pulex for TE3-SS-1). As some Pokey alleles in D. middendorffiana sensu latto (MI3-
SF-1 and PC3-SF-5) seem to have arisen by recombination between alleles from D.
tenebrosa and either D. pulex or D. pulicaria, it seems possible that some isolates of
D. middendorffiana s. I. have arisen by hybridization or introgression between these
species. Pokey alleles from European D. pulicaria isolates (EPC2-UN-1_9, EPC2-
UN-2_1 and EPC2-UN-3_1) seem to be recombinants between alleles from D. pulex
or D. pulicaria and D. tenebrosa (recombinant A and recombinant E). Ambrose and
Crease (2011) have shown that IGS segments from some isolates of European D.
pulex may have originated from North American D. pulicaria. As North American D.
pulex and D. pulicaria have been found in Europe (Markova et al., 2007), invasion of
Pokey alleles from North American species into Europe species via hybridization or

introgression is possible.

The location of Pokey elements in rDNA loci may be advantageous in the
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long term as recombination between transposable elements located in these loci

may induce diversification and may allow evading the host suppression machinery
(Schaack et al., 2010b). Inter-element sequences exchange may alter element
fitness (Sharma, Schneider et Presting, 2008). Such hypothesis has been advanced
to explain the activity of CRM1 retroelement in maize plant hybrids (Sharma,
Schneider et Presting, 2008). Haplotypes b and h (which may represent recombinant
Pokey alleles) are found in different genotypes produced by hybridization or not.
Identical recombinant Pokey alleles in different genotypes may be the product of the
activity of these recombinant Pokey alleles. Future studies should test the activity of
recombinant Pokey alleles to assess if recombination events have a significant effect

on the transposition capacity of Pokey.
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Tableau 4-5 Profiles of Pokey insertions highlighted by the “TE display” technique
Numbers at the top of the columns are length of amplified segments
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Chapitre V: Discussion générale

L'objectif final de cette thése de doctorat était de tester l'effet du niveau de
ploidie sur le nombre d'insertions d'un élément transposable chez une espéce
animale. Afin de répondre a cet objectif, nous avons estimé le nombre d'insertions
différentes d'un transposon de classe Il, Pokey, dans les génomes de lignées
hybrides diploides et polyploides du complexe d'espéce Daphnia pulex. Ce petit
crustacé d'eau douce a été choisi car des individus diploides hybrides et polyploides
hybrides se rencontrent dans différentes populations. Les lignées hybrides, qu’elles
soient diploides ou polyploides ont une reproduction strictement asexuées (Hebert et
Crease, 1983 ; Hebert et al, 1993b). Elles peuvent étre maintenues en élevage
aisément en laboratoire sans que leur bagage génomique s’altere significativement

au cours des générations.

Avant de pouvoir quantifier le nombre d'insertions du transposon Pokey a
intérieur de différents isolats (individus mis en élevage) du complexe d'espéces
Daphnia pulex, il a fallu caractériser les génomes de ces isolats. Afin de ne pas
confondre l'effet de I'hybridation sur le nombre d’insertions de Pokey dans les
génomes diploides et polyploides, il a fallu comparer des isolats hybrides entre eux.
Comme I'hybridation pourrait avoir un effet drastique sur la dynamique et le nombre
d’'insertions de Pokey chez les individus diploides (Ainouche et al, 2009 ;
Fontdevila, 2005 ; Librado et Rozas, 2009 ; Petrov et al., 1995 ; Shan et al., 2005),
les individus non-hybrides ne doivent pas étre inclus dans l'analyse. Une bonne
caractérisation du niveau de ploidie et de l'origine des espéces parentes chez les
hybrides est importante pour tester I'effet du niveau de ploidie. Cette caractérisation

a été 'objectif des deuxieme et troisieme chapitres de ma thése de doctorat.

L'origine des genomes parentaux est aussi utite pour comprendre la
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dynamique des transposons dans les génomes hybrides (diploides ou

polyploides). Des éléments transposables ayant évolué dans des espéces
différentes ont pu avoir divergé et ont pu acquérir des caractéristiques différentes
(autonomie, taux de transposition, sites d’insertions préférentielles...). De plus lors
de I'hybridation, il est possible qu'un des individus parents soit dépourvu de
I'élément transposable considéré. Un individu hybride diploide, dont un des parents
serait dépourvu d'élément transposable, pourrait ne pas avoir le méme fardeau
d'éléments transposables qu’un individu dont les deux parents possédent des
éléments transposables. Les individus testés étaient des individus échantillonnés en
nature. L'origine et le fardeau en €léments transposables des individus parents
étaient inconnus. Des alléles de Pokey insérés dans les génomes d’isolats hybrides
dipicides et polyploides ont donc été ampilifiés et séquencés pour estimer leur
origine et évaluer si différents alléles pouvaient étre présents a lintérieur de ces
génomes. En utilisant la technique de «TE display» (Wright et al., 2001) mise au
point par Valizadeh et Crease (2008) pour I'élément Pokey chez les daphnies, nous
avons estimé le nombre de signaux d'insertions de ce transposon de classe |l dans
différents génomes hybrides diploides et polyploides. L’'analyse des séquences de
Pokey et le nombre d’'insertions de ceux-ci sont I'objet du quatrieme chapitre de ma
theése de doctorat. Les résultats de ces trois chapitres seront discutés et mis en
perspective dans le présent chapitre. De plus, les données accumulées lors de cette
thése de doctorat ont permis de mieux comprendre le systeme a I'étude sur des
points connexes. Ces donnéees seront présentées et brievement discutées aussi
dans ce chapitre. Ce cinquiéme chapitre est la place de choix pour exposer
différentes idées et hypothéses qui découlent du travail ici rapporté. Jespére
gu’elles seront explorées et testées dans de futures études. Enfin une conclusion
générale ouvrant la voie, je I'espere, a différentes études dans I'analyse écologique

du génome clbturera cette these.
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5.1 Tailles de génome et niveaux de ploidie d'isolats du

complexe Daphnia pulex

Le deuxiéme chapitre de ma thése s’est focalisé sur la variation du niveau de
ploidie entre différents isolats représentant 6 des 7 différentes espéces du complexe
Daphnia pulex. Des individus représentant des lignées hybrides et non-hybrides ont
été analyses. Afin d’évaluer le niveau de ploidie, deux techniques diftérentes ont été
utilisées: l'analyse des génotypes multilocus microsatellites a permis une premiere
estimation du niveau de ploidie de différents individus et I'analyse par cytométrie de
flux d’individus de différentes lignées a permis de quantifier le contenu en ADN dans
les cellules de lignées diploides et polyploides et de confirmer les niveaux de ploidie

évalués grace aux microsatellites.

5.1.1 Polyploidie chez les isolats du complexe Daphnia pulex

Pour évaluer le niveau de ploidie, nous avons genotypé 49 isolats provenant
de différentes localisations géographiques, tempérées et subarctiques, a neuf locus
microsatellites. La présence de plus de deux alléles au niveau d’au moins un locus
pour un isolat donné était considérée comme un indice que celui-ci était polyploide.
Les isolats étudiés n‘avaient pas plus de trois alléles au locus considérés (voire
Chapitre !1). Seize des 49 isclats étudiés présentaient des genotypes avec plus de
deux alleles au moins pour un locus. Le nombre maximal d’alléles par locus de ces
seize isolats potentiellement polyploides n’excédait pas trois. Les isolats polyploides
testés dans cette étude sont donc au minimum tripioides. Toutefois, le nombre
d'alleles par locus ne constitue pas une preuve irréfutable du niveau de ploidie d’un
isolat. En effet, un isolat qui a deux alléles par locus peut avoir un niveau de ploidie
supérieur a deux. Si la variabilité genetique n'est pas assez suffisante pour posseder

plus de deux alléles par locus, le niveau de ploidie est sous-estimé. Un isolat ayant
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trois alléles & un de ces locus peut ne pas étre polyploide. Cet isolat peut étre
issu d’'une fecondation entre un gaméte haploide et un gaméte non-balancé (i.e.
gamete possédant deux copies d’'un de ses chromosomes). Nous avons donc

estime la quantité d’ADN présent dans les cellules de ces 49 isolats.

5.1.2 Tailles du génome chez les espéces du complexe Daphnia pulex

Différentes études ont estimé, par différentes méthodes, la taille de génome
d'especes du genre Daphnia (Beaton et Hebert, 1988 ; Korpelainen, Ketola et
Hietala, 1997 ; Rasch, 1985). Ces différentes estimations étaient pour la plupart
différentes de la taille estimee par le séquencage du génome complet (Colbourne et
al.,, 2011). Les "C-value" (quantité d'ADN contenue dans le génome estimée en
picogramme) estimées allaient de 0,24 a 0,37 pg. Seule la valeur obtenue en
densitométrie a l'aide de la coloration de Feulgen par Rasch (1985) se rapprochait
de la valeur estimée par le séquencage du génome. Une adaption du protocole de
Rees et al. (2007) utilisant la technique de cytométrie de flux nous a permis, en
utilisant seulement 5 individus entiers et un échantillon de sang de poulet (Gallus
gallus domesticus) comme référence (Vergilino, Belzile et Dufresne, 2009), d’évaluer
la taille de génome de 49 isolats provenant de 6 espéces nominales du complexe
Daphnia pulex. La taille de génome moyenne des isolats de I'espéce Daphnia pulex
evaluée par cette technique (0,23 + 0.02 pg) est la plus proche jusqu’a présent de
celle estimée par le projet de séquencage du génome de Daphnia pulex (0.2035 pg;
Cristescu et al, 2006). Les coefficients de variations des tailles de génomes
haploides sont assez faibles. La méthode utilisée semble alors étre fiable et donner
une bonne estimation des tailles de génomes chez les daphnies du complexe pulex.
Il'y a une relativement grande variation dans les tailles de genomes repertoriées
pour les genres Daphnia et Ctenodaphnia dans la littérature (Table 5-1). Cette
variation semble due a des problemes taxonomiques (Colbourne et al., 1998 ;

Colbourne et Hebert, 1996 ; Markova et al., 2007) et a 'absence de consensus dans
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les méthodes utilisées pour estimer la quantité d’ADN dans les noyaux (Beaton

et Hebert, 1988 ; Korpelainen, Ketola et Hietala, 1997 ; Rasch, 1985). |l serait donc
intéressant d'utiliser, systématiquement, la technique decrite au chapitre [l pour
différentes espéces du genre Daphnia afin de comparer les tailles de génomes des

différentes especes de ce genre.
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Tableau 5-1 Tailles de génomes estimées pour quatre espéces appartenant aux genres

Daphnia et Ctenodaphnia

Especes C-values technique Type Espéce(s) références
(p9) cellulaire standard(s)
Feulgen , G. domesticus Rasch
D. pulex 0,24 densitometry corps entier O. mykiss (1985)
Feuaen S. cerevisiae Beaton et
D. pulex 0,34 densi g exopodite P. sphenops Hebert
ensitometry
. (1989)
X. laevis
D. pulex Cytométrie en . . Korpelainen
(Européenne?) 0,37 flux corps entier G. domesticus et al. (1997)
Cytomeétrie en . ) Vergilino et
D. pulex 0,23 flux corps entier G. domesticus al. (2009)
Feulgen D. pulex from Beaton
D. pulicaria 0,40 . exopodite Beaton et Hebert
densitometry (1995)
(1989)
L Cytométrie en . ) Vergilino et
D. pulicaria 0,24 flux corps entier G. domesticus al. (2009)
Feulgen D. pulex from Beaton
D. tenebrosa 0,53 g exopodite Beaton et Hebert
densitometry (1995)
(1989)
Feulaen D. pulex from Dufresne et
D. tenebrosa 0,58 densitc?met exopodite Beaton et Hebert Hebert
ry (1989) (1995)
Cytométrie en . : Vergilino et
D. tenebrosa 0,29 flux corps entier G. domesticus al. (2009)
Feulgen ' G. domesticus Rasch
C. magna 0,24 densitometry corps entier O. mykiss (1985)
Feulaen S. cerevisiae Beaton et
C. magna 0,47 9 exopodite P. sphenops Hebert
densitometry
. (1989)
X. laevis
Feulgen D. pulex from Beaton
C. magna 0,48 19 exopodite Beaton et Hebert
densitometry (1995)
(1989)
C. magna 0,40 Cytometrie en corps entier G. domesticus Korpelainen

flux

et al. (1997)
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5.1.3 Apport de la méthode

La comparaison des resultats des deux techniques citées précédemment
permet d’évaluer le niveau de ploidie de nombreux isolats. Ces résultats ont permis
de mieux caractériser les populations polyploides du genre Daphnia. Le principal
résultat de cette étude a été plutdt inattendu. Des études ultérieures (Adamowicz et
al., 2002 ; Aguilera et al., 2007 ; Beaton et Hebert, 1988 ; Dufresne et Hebert, 1994,
1997 ; Mergeay et al., 2008) utilisant différentes techniques proposaient que les
individus des populations polyploides possédaient 4 ensembles de chromosomes
(i.e tétraploides). Or, le travail présenté au chapitre Il montre que la plupart des
isolats testés sont triploides. Les résultats supplémentaires présentés au chapitre Il
étayent aussi cette derniere proposition. L'idée prédominante était que les individus
tétraploides se formaient par doublement de génomes apres hybridation (Dufresne
et Hebert, 1994 ; Mergeay et al., 2008). Le fait que les isolats polyploides testés
possédent trois ensembles de chromosomes, et non quatre, modifie le modeéle de
formation des polyploides dans le complexe pulex. |l semble que I'hypothése la plus
parcimonieuse quant a la formation des polyploides mette en jeu la fécondation de
gametes non-réduits, et donc diploides, par des gameétes réduits (i.e. haploides). II
existe des indices que des gametes males ou femelles non-réduits puissent étre
produits par des individus des espéces D. pulex et D. pulicaria. Chez ces deux
espéces, des populations strictement clonales ont été observées en Amérique du
Nord (Hebert et Finston, 2001b). Ces populations clonales sont le résultat soit
d’événements d’hybridation soit de la segréegation d'un géne muté causant la
suppression de fa meiose chez ies femelles et transmis par les males {Innes et
Hebert, 1988 ; Innes et Singleton, 2000 ; Lynch et al.,, 2008). Des ceufs diploides
peuvent donc étre produits par des femelles hybrides ou non. Il est donc possible
que des individus triploides aient été produits en nature via la fécondation d’'un ceuf
non-réduit (i.e. diploide) par du sperme haploide. De plus, lors d’'une expérience
visant a identifier et localiser le ou les génes impliqués dans la suppression de
meéiose chez D. pulex, il a été montré que des gameétes diploides pouvaient étre

produits par des individus méles (Lynch et al., 2008). Le croisement d'une femelle
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sexuée avec un méle issu d’une femelle se reproduisant de maniére clonale a pu
produire un individu triploide (Lynch et al, 2008). 1l est donc possible que des
individus triploides aient été produits en nature via la fécondation d’'un owvule

haploide par du sperme diploide.

La technique de cytométrie en flux a permis de confirmer le niveau de ploidie
de 44 des 49 isolats mis en évidence par leur génotype multilocus. La quantité
d’ADN nucléaire de certains isolats (K95, Clone B, Clone G et Clone H) ne
concordait pas avec le niveau de ploidie évalué avec l'analyse des geénotypes
multilocus. Ces discordances pourraient étre dues soit a une sous-estimation du
niveau de ploidie (cf. K95, Clone G et Clone H) par I'analyse des microsatellites
comme il a été mentionné précédemment. Une quantité d’ADN nucléaire plus petite
qu’attendue relativement au niveau de ploidie tel qu’il a été observé pour le Cione B
peut étre due a des événements de diploidisation (Li, 1980) ou d’aneuploidies. Il a
ete observé la formation de gameétes non-balancés par des maéles supposément
porteur du géne suppresseur de meéiose (Lynch et al, 2008). Des individus se
retrouvant en nature pourraient étre issus d’un croisement entre un gameéte balancé
et un gamete non-balancé. Ces individus se reproduisant d’'une maniére strictement
clonale (i.e. apomicte), leur fitness ne devrait pas étre altérée par des phénomeénes
de disjonctions inégales lors de la méiose comme cela pourrait étre le cas pour des

individus aneuploides se reproduisant de maniére sexuée.

L’analyse d'isolats appartenant a différentes espéces du complexe pulex a mis
en évidence une différence significative entre les valeurs moyennes de taille de
génome haploide (i.e. C-values) des espéces du groupe pulicaria et celles du
groupe tenebrosa (Tableau 2-3). Les C-values moyennes des isolats diploides des
espéces du groupe pulicaria sont systématiquement plus petites que celles des
isolats diploides des espéeces du groupe tenebrosa. Les causes de cette différence
de tailles de génomes haploides ne sont pas connues et restent a étre étudiées. Une
variation dans la quantité d’ADN non-codant (éléments transposables, introns,

séquences répétées...) est possible (Lynch, 2007). Des variations dans le nombre
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d’'insertions d’éléments transposables (Schaack et al, 2010b ; Valizadeh et

Crease, 2008), d'introns (Li et al., 2009 ; Omilian, Scofield et Lynch, 2008) ou de
répétitions de genes codant pour 'ARN ribosomal existent dans les populations de
D. pulex (Crease, 1995 ; Glass, Moszczynska et Crease, 2008). Les variations de
taille de génome entre especes peuvent aussi étre le résultat d'un (ou de plusieurs)
evénement(s) ancien(s) de polyploidisation dans le groupe tenebrosa suivi
d’évenement(s) de diploidisation (Li, 1980). Le génome d’un isolat de Daphnia pulex
a été entierement séquence (Colbourne et al. soumis). Les génomes d’autres isolats
provenant de cette méme espéce mais aussi de différentes especes du complexe
pulex (F. Dufresne, communication personnelle) seront séquencés prochainement.
Une analyse de génomique comparative se basant sur le nombre de génes et le
nombre de structures non-codantes, telles que les introns et les éléments

transposables, pourrait permettre de tester ces scénarios.

5.2 Hybridation, relations génétiques et phylogénétiques

entre les espéces du complexe Daphnia pulex

La deuxieme partie de ma thése s’est attelée a clarifier les liens génétiques et
phylogénétiques entre des isolats de 7 espéces nominales du complexe Daphnia
pulex. Les variations de plusieurs marqueurs nucléaires (locus microsatellites et un

géne codant une protéine) et un marqueur mitochondrial ont été analyseées.

5.2.1 Analyse des microsatellites

Cent-cinq isolats appartenant a 7 especes du complexe Daphnia pulex ont été
génotypés a neuf locus microsatellites. Differentes analyses statistiques (des

analyses de coordonnées principales, K-means et un réseau phylogénétique) ont été
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effectuées afin de connaitre les relations génétiques entre ces différentes
espéces et les supposés hybrides entre celles-ci. Des populations européennes et
Nord-américaines de l'espéce D. pulicaria ont été analysées. Les analyses de
groupements (K-means) identifient les hybrides diploides entre D. pulex et D.
pulicaria (Figure 3-2). Ces hybrides ont des origines multiples comme le montre
l'analyse de réseau phylogénétique (Figure 3-3) effectuée sur le méme jeu de
données. Les individus polyploides hybrides entre D. pulex et D. pulicaria sont
sépares dans deux groupes. La plupart de polyploides qui possedent un haplotype
mitochondrial D. pulex (PanPX) se regroupent avec les isolats diploides hybrides.
Les isolats ayant des haplotypes mitochondriaux D. pulicaria (WPC, EPC et PPC) ou
D. middendorffiana (MIDD) se regroupent avec les isolats diploides de I'espéce D.
pulicaria. Les isolats des populations européennes et Nord-américaines de D.
pulicaria sont clairement séparés les uns des autres. Cette analyse confirme que ces
populations représentent deux entités taxonomiques différentes comme des
analyses se basant sur des haplotypes mitochondriaux le laissaient supposer
(Colbourne et al., 1998 ; Markova et al.,, 2007). Les isolats des populations de D.
arenata sont regroupés avec des isolats de populations du groupe fenebrosa. DU a
la possession d’haplotypes mitochondriaux diagnostiques de I'espece de D. pulex,
D. arenata est considérée comme une population de D. pulex dans certaines
publications (Li et al.,, 2009 ; Omilian et Lynch, 2009 ; Omilian, Scofield et Lynch,
2008).

L’incongruence entre les génotypes microsatellites et 'haplotype mitochondrial
pourrait étre di a ftrois scénarios hypothétiques différents. Les marqueurs
microsatellites sont connus pour évoluer de maniére neutre dans la plupart des cas
(Jarne et Lagoda, 1996). Les populations de D. arenata sont endémiques de
I'Oregon et auraient pu étre isolées lors de la glaciation du Pléistocéne (Straughan et
Lehman, 2000). Des processus stochastiques auraient pu avoir une grande
importance dans la fixation de certains alleles dans ces populations. Par simple
hasard et/ou par homoplasie, les génotypes microsatellites des isolats de D. arenata

auraient pu ressembler a ceux de populations ayant divergées lors du Pliocene telles
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que des populations appartenant aux especes du groupe tenebrosa (Colbourne

et al, 1998). Il est possible de tester cette hypothése en séquencant les alléles
analysés ici et présents chez D. arenata, D. pulex et « D. pulicaria européenne ». Si
les séquences flanquantes des alléles de D. arenata se rapprochent plus des
séquences homologues provenant d’individus « D. pulicaria européenne » que de
celles des alléles de D. pulex panarctique, I'hnypothése d’homoplasie pourrait étre
rejetée. Les deux hypothéses suivantes pourraient alors étre testées. Le maintien
d’'une certaine quantité de polymorphisme ancestral hérité de I'ancétre commun du
complexe pulex représenterait un deuxiéme scénario possible (Pamilo et Nei, 1988 ;
Wu, 1991). Les espéces du complexe sont relativement jeunes d'un point de vue
evolutif. Les espéces a l'intérieur des groupes tenebrosa et pulicaria auraient divergé
au cours du Pléistocene (de 1,2 a 2,2 millions d’années avant notre ére; Colbourne
et al., 1998 ; Dufresne et Hebert, 1997 ; Weider et Hobaek, 2003) et ces deux
groupes auraient divergé lors du Pliocéne (a peu prés 3 millions d’années avant
notre ére; Colbourne et al.,, 1998). Il est donc possible qu'une certaine quantité de
polymorphisme soit conservée dans les différentes espéces du complexe. Des
especes différentes pourraient partager en partie un bagage génétique commun.
Certaines populations comme celles de D. arenata auraient conservé des alléles
communs avec des especes ayant divergé antérieurement alors que dautres
especes comme D. pulex et D. pulicaria auraient perdues ces alléles. Un troisieme
scénario impliquerait des phénomeénes d’hybridations et/ou d'introgressions entre
une population de D. pulex (donnant le génome mitochondrial) et une population,
peut-étre éteinte maintenant, ayant des affinités phylogénétiques avec les
populations de D. pulicaria Européennes. Ces deux populations auraient pu se
rencontrer et produire des hybrides dans le refuge de la Béringie et migrer vers
'Oregon lors de la déglaciation aprés le Pleistocéne. La Béringie étant un des
principaux refuges glaciaires lors des évenements du Pléistocéne (Weider et
Hobaek, 2003), des groupes d’especes ayant divergé lors de la période de glaciation
précédente (Pliocéne) auraient pu se retrouver dans la méme localité et échanger du

matériel génétique pour produire une population hybride voire introgressée. Les
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deux populations auraient aussi pu se rencontrer in situ en Oregon. En effet, il

semble que I'Oregon soit un refuge probable pour certaines populations Nord-
Américaines du complexe pulex lors des éres glaciaires du Pléistocéne (Straughan
et Lehman, 2000). De plus, des phénoménes de glaciations et déglaciations de lacs
lors des cycles glaciaires du Pléistocéne auraient pu provoquer lisolement et la
rencontre de populations divergentes. Les seules données microsatellites ne
peuvent pas nous permettre de tester lesquelles de ces deux dernieres hypothéses
(« maintien du polymorphisme ancestral » ou « hybridation ») sont a rejeter. D’autres
observations (voire plus bas) sur différents marqueurs nucléaires permettent de
rejeter certaines de ces hypothéses et tendent a montrer que D. arenata aurait un

statut taxonomique bien particulier au sein du complexe pulex.

5.2.2 Conflits « géne nucléaire-haplotype mitochondrial »

Les phylogénies comparées du géne nucléaire (codant pour la sous-unité
protéique Rab4 de la famille des GTPases) et des séquences partielles du géne
NADHS5 de 51 isolats, représentant les différentes espéces du complexe pulex et les
différents niveaux de ploidie qui s’y rencontrent sont non concordantes (Figures 3-1
et 3-4). Cette absence de concordance peut étre due soit a des phénomeénes
d’hybridation soit a des phénoménes de maintien de polymorphisme dans les
différentes especes du complexe. Un test utilisant une analyse de coalescence
(Kingman, 1982) a permis de rejeter 'hypothése que le phénomene de maintien du
polymorphisme était le seul responsable de I'absence de concordance entre les
phylogénies mitochondriales et nucléaires. Il est donc permis de penser que des
phénomeénes d’hybridations aient provoqué le patron observé. Toutefois il semble
comme nous avons pu le voir dans lanalyse de microsatellites que du
polymorphisme ancestral ait été retenu dans les différentes espéces. Par exemple,
la quasi-totalité des sequences amplifiées des isolats des espéces D. pulicaria

européennes et D. tenebrosa se regroupent avec les séquences de l'espece D.
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pulicaria Nord-Américaine. Toutefois les analyses microsatellites montrent qu'il

n’y a pas ou peu de flux génique entre ces différentes espéces (Figures 3-2 et 3-5).
[l est possible que la similarité entre les alleles du géne Rab4 soient dues a une
absence de variabilité des séquences entre especes divergentes et non pas a des
phénomeénes d’hybridation. |l est intéressant d’observer que la plupart des individus
hybrides entre D. pulex et D. pulicaria (autant diploides que triploides) ne présentent
pas deux alléles. La plupart des hybrides sont homozygotes pour un alléle similaire
aux alleles amplifiés chez les isolats de I'espéce D. pulicaria (Figures 3-1 B et 3-4
B). Un biais dans I'échantillonnage des isolats hybrides ne portant que l'allele
pulicaria pourrait expliquer ce patron. Toutefois, considérant le nombre important
d’isolats hybrides échantillonnés, il est peu probable que nous n’ayons échantillonné
que des hybrides avec des alléles pulicaria seulement par chance. Une hybridation
suivie d’'une conversion génique, pourrait expliquer ce patron (Hillis et al., 1991 ;
Kovarik et al., 2004 ; Sang et Zhang, 1999). Des réarrangements génomiques {(par
exemple une mise sous silence de génes, translocations, conversions géniques,
etc.) suivent fréquemment les événements d’hybridations (Soltis et Soltis, 1995,
1999). Des pressions de sélections différentes rencontrées par D. pulex et les autres
membres du complexe pulex pourraient expliquer ce patron. En effet, la protéine
Rab4 semble étre impliquée dans le trafic membranaire au niveau de voies de
biosynthése et d'endocytose (Van Der Sluijs et al, 1991), Une sélection
directionnelle aurait pu conduire a la fixation d’alléles spécifiques a D. pulex et ne
ressemblant pas aux alléles présents chez les populations de D. pulicaria et les
populations hybrides. Une étude du polymorphisme synonyme et non-synonyme du

géne Rab4 dans le complexe pulex permettrait de tester cette hypothése.
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5.2.3 Estimation de la part des différents génomes parentaux dans les

génomes des hybrides

Les analyses du troisieme chapitre de cette thése ont examiné les relations
evolutives entre les différentes espéces du complex pulex. Notamment 'analyse des
microsatellites a mis en relief la position particuliere de I'espéce D. arenata au sein
du complexe pulex, la différenciation genétique entre D. pulicaria Nord-Américaine et
D. pulicaria européenne et les origines multiples de divers isolats hybrides, diploides
ou polyploides. Les analyses de groupements faites a partir des données
microsatellites (Figure 3-2) montrent que I'’hybridation et une certaine introgression
existent entre des espéces du complexe pulex. A part pour un isolat polyploide
introgressé avec un haplotype mitochondrial D. tenebrosa et un génome nucléaire
de D. pulex, des analyses du géne nucléaire Rab4 et des microsatellites n'ont pas
été en mesure de préciser si les autres isolats polyploides de D. tenebrosa sont de
nature hybrides. Soit ces isolats sont issus de croisement entre individus de la
méme espéce soit les traces des événements d’hybridation se sont estompées au

cours de I'évolution.

Les isolats polyploides du complexe pulex sont pour la plupart triploides et
seraient issus de fécondations de gamétes non-réduits par des gametes réduits ou
inversement. L’analyse de K-means a permis de grouper les isolats triploides
possédant des haplotypes mitochondriaux pulicaria avec les individus diploides de
cette espéce et les hybrides diploides et triploides possédant des haplotypes
mitochondriaux pulex. Les isolats triploides possédant I'haplotype mitochondrial
d’'une espéce sembleraient posséder deux copies de génome provenant de la lignée
maternelle et une copie provenant de la lignée paternelle. Ce patron est attendu si
les gametes maternels sont non-réduits. Toutefois ces analyses sont qualitatives et
demandent un assez grand nombre de données et des analyses statistiques assez
complexes. De plus, certains isolats triploides ne se groupent pas avec les individus
diploides de méme haplotype mitochondrial (Figure 3-2). II est possible que des

males Daphnia produisent des gameétes non-reduits (Lynch et al., 2008). Il serait
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intéressant de mettre au point une technique simple de quantification des

différents génomes pulex et pulicaria pour les triploides hybrides du groupe pulicaria.
Par exemple, une méthode de PCR quantitative (qPCR) en utilisant les amorces
spécifiques du géne LDH-A utilisées dans le chapitre Il permettrait de quantifier le
nombre d'alieles S et le nombre d’alleles F (diagnostiques des espéces D. pulex et

D. pulicaria respectivement) dans chaque génome triploide.

5.3 Evolution du géne Rab4 dans le complexe pulex

Un article de Omilian et collaborateurs publié en 2008 dans la revue
Proceedings of the National Academy of Science of the United State of America
traitant du gain et de la perte d’introns dans le géne Hab4 chez D. pulex et D.
pulicaria (Omilian, Scofield et Lynch, 2008) a permis de comprendre le patron
phylogénétique que nous observions avec un jeu de données réduit. Cet article a
aussi attiré notre curiosité sur I'évolution des introns a spliceosome. Omilian et
collaborateurs (2008) ont montre que deux introns (2a et 2b) se sont insérés au
niveau de I'exon 2, le fractionnant en deux, a l'intérieur du géne Rab4 dans la méme
population de D. pulex (une population de D. arenata pour étre exact) en Oregon.
Ces insertions, se faisant aux niveaux de sites nucléotidiques voisins, semblent
independantes 'une de l'autre. Ces introns n’étaient pas rencontrés dans d’autres
populations de D. pulex et de D. pulicaria échantillonnées. Un article comparant les
patrons de présence/absence d’introns dans de multiples génomes provenant de
diverses populations d’Amériques du Nord de D. pulex a fait suite (Li ef al., 2009).
Pour Omilian et ses collaborateurs (2008), la fréquence importante des alléles
portant ces introns potentiellement déleteres dans la population d’'Oregon et leur
absence dans les nombreuses populations échantillonnées est due a un
relachement de la sélection suite a une réduction de la taille effective de cette

population.
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L’analyse effectuée sur des isolats provenant de différentes régions du
globe et considérant toutes les espéces connues du complexe pulex a permis de
mettre en évidence un autre intron (2b’; Figure 5-1). Cet intron s’insére au méme site
que lintron 2b rencontré precédemment, il différe de l'intron 2b d’une insertion de 5
paires de bases. Il se rencontre dans des alléles échantillonnés dans des isolats des
especes divergentes de D. pulex européennes (DP0076 et DP0081) et D. pulicaria
européennes (DP0077) échantillonnées en Suede (Tableau 3-1). Des alléles portant
I'intron 2b ont aussi été amplifiés dans des isolats diploides et polyploides hybrides
provenant d’Ontario (Disp1-21), du Manitoba (A35-200), du Nord du Québec (K92)
et d'ltalie (DP0085) (Figure 5-1). Les inférences phylogénétiques Bayésiennes
effectuées avec le logiciel MrBayes (Huelsenbeck et Ronquist, 2005) sur 101
séquences montrent que les alléles portant I'intron 2b se regroupent qu’ils aient été
amplifies d'individus d’Oregon, du Canada ou d’Europe. Les deux arbres (sans
modele ou avec un modéle HKY) sont discordants concernant le positionnement de
Fallele portant l'intron 2a. Dans l'arbre construit avec le modéle HKY (Figure 5-1A),
les alleles portant l'intron 2a constituent un groupe externe a tous les alléles
rencontrés dans le complexe pulex. Dans l'arbre construit sans modele (Figure 5-
1B), les alléles portant I'intron 2a représentent un groupe frére des alléles retrouvés
chez les individus diploides D. pulex. L’arbre construit avec le modéle HKY semble
mieux représenter les données que larbre construit sans modeéle (déviations
standards : 0.0031 vs. 0.0047 respectivement). Il est peu probable que l'intron 2b se
soit inséré 6 fois indépendamment dans des alléles identiques portés par des
individus génotypiquement différents. L’allele portant I'intron 2b était donc présent
dans les populations du complexe pulex au niveau du Pléistocéne. Il est possible
gue les alleles portant les introns 2a et 2b’ soient des reliquats de polymorphisme
ancestral. L’alléle portant intron 2a aurait été fixé par dérive dans la population de
pulex en Oregon mais son origine semble bien plus ancienne que le laissait supposé
'étude d’Omilian et ses collaborateurs qui ne se basait que sur trois espéces

(Omilian, Scofield et Lynch, 2008).

En utilisant des données de présence/absence d'introns dans d’autres génes,
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Li et ses collaborateurs (Li et al., 2009) évaluent ainsi un taux d’apparition des

introns & spliceosome de 'ordre de 1,210 par site codant par millions d’années et
par génération. Ce taux est bien supérieur au taux de moins de 4*10° par millions
d’années et par génération préalablement évalué par différentes études (Lynch,
2007 ; Roy et Gilbert, 2005). Toutefois la présence d’introns surnuméraires se
retrouve principalement dans la population d'Oregon échantillonné par Omilian et
ses collaborateurs (2008). Sachant que cette population correspond a la population
de D. arenata, le patron d’insertions des introns pourrait étre un artefact da a une
introgression d’'un génome nucléaire d’une autre espéce. Selon notre analyse et les
résultats obtenus avec les microsatellites, le génome nucléaire de D. arenata aurait
des similarités avec les genomes nucléaires de populations de D. pulicaria
européennes ou D. pulex européennes. Il est donc possible que I'espéce D. arenata
pour laquelle un individu a servi au séquencgage du génome de D. pulex représente
une espéce hybride entre D. pulex et une espéce (peut-étre éteinte maintenant)
proche évolutivement de D. pulicaria européennes. Le taux d’insertions des introns

dans les génomes calculé par Li et al. (2009) serait dans ce cas sUr-estimé.
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Figure 5-1 Deux inférences phylogénétiques Bayésienne différentes montrant l'insertion des
introns 2a, 2b et 2b’ dans le gene Rab4

A) Phylogénie Bayésienne utilisant un modéle d’évolution HKY (deviation standard
=0.003105) B) Phylogénie Bayésienne utilisant sans modéle d’évolution particulier (déviation
standard =0.004662)
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5.4 Evolution de Pokey dans le complexe pulex

La quasi-totalité des polyploides sont de nature hybride. La polyploidie dans le
complexe pulex est liee a des phénomeénes d’hybridation. Le nombre de transposons
insérés dans un génome dépend de plusieurs facteurs. La dynamique et la densité
des éléments transposables dans le genome d'un individu dépend de leurs
présences dans les génomes des espéces parentes, de lactivité de I'élément
transposable considéré, des niches génomiques disponibles et des possibles
mécanismes génétiques et épigénétiques qui pourraient réguler la transposition
(Venner, Feschotte et Biemont, 2009). L’objectif du quatriéme chapitre était de tester
si les génomes ayant un niveau de ploidie élevé (comparé aux génomes diploides),
donc un nombre de niches disponibles élevées, possédaient un plus grand nombre
d’insertions de I'élément Pokey. Afin de tenir compte de I'effet de I'hybridation, nous
avons analysé le nombre d’insertions du transposon Pokey dans des isolats

hybrides diploides et triploides.

5.4.1 Effet du niveau de ploidie les patrons d'insertion du transposon Pokey

L’absence de resultats significatifs dans la comparaison des densités
d’insertions de Pokey entre diploides et triploides hybrides provenant du complexe

pulex pourrait étre expliquée par plusieurs scénarios.

5.4.1.1 Augmentation du niveau de ploidie et diploidisation subséquente

Le résultat observé est comparable a des observations faites chez des
plantes allopolyploides (Parisod et al, 2009 ; Petit et al., 2007). L'activation de
certains éléments transposables, la modification de I'expression des génes, et de

nombreux réarrangements sont des phénomenes fréquents lors des évenements de
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polyploidisation (passé en revue dans Parisod et al., 2010). Des études portant

sur des plantes allopolyploides d’origines diverses (formées «récemment » ou
« anciennement ») souligne qu’une augmentation du nombre d’insertions d’éléments
transposables par rapport aux génomes diploides apparentés est rare (Parisod et
al., 2010). Une perte du nombre dinsertions d’éléments transposables a été
observée chez diverses plantes allopolyploides (Parisod et al, 2010). Des
phénomenes de diploidisations sont fréquemment observés au cours des
générations apres des phénoménes d’augmentation du niveau de ploidie (Gerstein,
2006 ; Leitch et Bennett, 2004 ; Wolfe, 2001). Les lignées polyploides analysées ici
ont été échantillonnées en nature. Il n’a pas été possible de dater la formation des
lignées polyploides. Selon la diversité mitochondriale |l a été estimé que I'espéce
polyploide D. middendorffiana sensu stricto pourrait s’étre formée lors du
Pleistocene (Dufresne et Hebert, 1997 ; Weider et Hobaek, 2003). Donc I'absence
de différence entre diploides et polyploides hybrides pourrait étre due a des
phénomenes de diploidisation plus ou moins rapides aprés la formation des

polyploides.

5.4.1.2 Absence d’activation des éléments transposables dans les génomes

polyploides

Il est aussi possible que le nombre d’insertions d’éléments transposables
N'aient pas augmenté avec le niveau de ploidie car I'élément Pokey ne s’est pas
déplacé. En effet les différentes analyses sur les plantes polyploides montrent que
toutes les familles d’éléments transposables ne sont pas activées lors d’évenements
de polyploidisation. Les transposables de classe Il se deplacent sous une forme
d’ADN (double bDbrin pour les transposons a transposase). lls ont donc
potentiellement une capacité a se répliquer moins grande que les rétrotransposons.
Toutefois une augmentation du nombre d'nsertions des transposons peut se

produire lors des phénomenes de tranpositions (Engels et al., 1990). Par exemple,
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un élément inséré a un locus de maniere homozygote en s’excisant (pour
s'insérer dans un autre locus) provoque une cassure double brin. Celle-ci peut étre
réparee par la machinerie moléculaire de I'n6te en prenant comme modele le
transposon homologue restant au locus initial. Les transposons sont alors répliqués
via la machinerie moléculaire de I'héte (Engels et al,, 1990). Pokey semble inactif
dans les populations asexuées de D. pulex (Sullender et Crease, 2001a ; Valizadeh
et Crease, 2008). Si Pokey a accumulé des mutations dans les lignées hybrides
asexueées, il est possible qu’il soit inactif dans ces lignées et qu'il n‘ait pas la capacité
de s’autoexciser et donc de se deplacer chez les polyploides. D’autres éléments
actifs présents dans le génome de D. pulex (Rho et al., 2010 ; Schaack et al.,
2010a) auraient pu se déplacer et se répliquer lors de la polyploidisation. Une
analyse sur différents éléments transposables disponibles dans le génome de D.
pulex (Rho et al., 2010 ; Schaack et al, 2010a) permettrait de tester cette
hypothese.

5.4.1.3 Saturation des niches lors de I’hybridation

L'hybridation per se entre espéces semblerait avoir un impact dramatique sur
la densité des éléments transposables dans le génome (Fontdevila, 2005 ; Petrov et
al.,, 1995 ; Shan et al., 2005). Les triploides testés dans notre étude pourraient étre
issus d’un croisement entre des individus hybrides asexués produisant des gametes
non-réduits et des individus sexués non-hybrides. Dans une premiére phase de
notre étude nous n’avions comparé que des isolats hybrides (diploides et
polyploides) entre eux. Une comparaison de quelques isolats diploides hybrides
avec des isolats non-hybrides a montré que la densité de transposons Pokey était
en moyenne trois fois plus importante dans des isolats hybrides que dans les isolats
non-hybrides (10.55+5.22 vs. 3.27+2.07). Toutefois certains individus hybrides ne
présentent pas une densité plus importante que les individus non hybrides.

L’activation et l'augmentation du nombre d'insertions ne semblent pas étre



174

homogénes a travers les géenomes hybrides. Cette variabilité pourrait étre due a
la capacité de se transposer des différents alleles de Pokey hérités des espéces
parentes et aussi a l'efficacité des phénoménes génétiques et épigénétiques qui

régulent les eléments fransposables chez les hybrides.

Si 'augmentation du nombre d’insertions d’éléments transposables se fait
lors de I'hybridation, le génome pourrait étre saturé par les insertions. Les éléments
transposables auraient envahi les différentes niches génomiques potentielles apres
hybridation. Le nombre d’insertions entre diploides hybrides et polyploides hybrides
serait alors non-significativement différent. Une comparaison de la dynamique de
différents éléments transposables dans des isolats diploides purs et hybrides
produits par croisements contrdlées en laboratoire serait une expérience qui

permettrait de tester partiellement cette hypothése.

Plus de génomes polyploides que de génomes diploides possédent des sites
d’insertions de Pokey non-partagées (avec les autres génomes). Cette différence, qui
est toutefois non significative, pourrait refléter simplement [addition de
chromosomes avec des insertions non-partagées par les autres ensembles de
chromosomes constituant le génome triploide. Elle pourrait aussi refléter une plus
grande disponibilité des niches génomiques potentielles dans les génomes
polyploides. En effet, I'hypothése de la redondance des génomes (Matzke et
Matzke, 1998) prédit une augmentation du nombre d’insertions avec le niveau de
ploidie causée par un plus grand nombre de niches (locus) disponibles. Ces niches
peuvent étre des locus homologues des locus déja occupés par les éléments
transposables chez les individus diploides parents. Elles peuvent donc représenter
de nouvelles niches, c'est-a-dire des locus ou linsertion d’éléments transposables
était impossible chez les individus diploides car sous forte contrainte sélective.
L’'addition de génome aurait relaché ces contraintes sélectives et aurait permis
insertion des éléments transposables dans de nouvelles niches génomiques. Un

plus grand nombre de clones diploides et de clones triploides et I'analyse des
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seéquences flanquant les insertions chez les diploides et les polyploides

permettrait de tester cette hypothése.

5.4.2 Recombinaison intra-génique du transposon Pokey

L’'analyse des séquences de Pokey insérées dans les génes répétés codant
pour la grande sous-unité 28S de 'ARN ribosomal a montré que la grande diversité
de ces séquences était due a des événements de recombinaisons entre des alléles
divergents appartenant de Pokey retrouvés dans diverses espéces du complexe
pulex. Le nombre important d’événements de recombinaisons qui a fagonné
I'évolution de la lignée Pokey pourrait étre la conséquence des propriétés des génes
ou ce transposon s’insére préférentiellement (les genes répétés codant pour la
grande sous-unité 28S de I'ARNTr; Penton, Sullender et Crease, 2002 ; Sullender et
Crease, 2001a). Les locus fortement répétés comme les genes codant pour les
sous-unités de I'ARN ribosomal seraient des niches génomiques idéales pour les
éléments transposables (Eickbush et Eickbush, 2007 ; Zhang, Eickbush et Eickbush,
2008). Un grand nombre de sites d’insertions permettrait aux éléments
transposables de s’insérer de multiples fois dans le génome sans trop altérer la
fitness de leur héte (Zhang, Eickbush et Eickbush, 2008). Ces génes repétés
correspondent aussi a une région ol le taux de recombinaison est fort (Crease, 1995
; Eickbush et Eickbush, 2007 ; McTaggart et al., 2007). La sélection naturelle agit sur
ies éiéments transposabies a différents niveaux (Hickey, 1982), au niveau de
I'élément, augmentant sa valeur d’aptitude (sa capacité a se transposer ou a se
transférer a d’autres organismes par exemple) et au niveau de I'héte afin qu'un trop
grand nombre d’insertions n’altére pas dramatiquement la fitness du génome qui le
porte. Si les éléments transposables ont un effet principalement délétére sur leur
hote, la sélection naturelle agissant sur I'hdéte va avoir pour conséquence une
inactivation des éléments transposables au cours de I'évolution. Ces deux niveaux

de sélections sont donc en conflit. L'effet de la sélection naturelle au niveau de
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I'élément transposable a une conséquence opposee a celle au niveau de I'héte.

L’hypothése d’Eickbush et ses collaborateurs (2007) tente d’expliquer la distribution
des éléments transposables dans les genes codant pour 'ARN ribosomal en
fonction du niveau de sélection de I'hdte. Des régions préférentielles d'insertions a
forts taux de recombinaison auraient pu étre sélectionnées au niveau du tranposon.
Un fort taux de recombinaison pourrait étre sélectionné afin de permettre une
diversification et/ou de permettre de purger les mutations qui inactivent les éléments
transposables. L’hypothése avanceée ici n'est pas opposée a I'hypothése d’Eickbush
et ses collaborateurs (Eickbush et Eickbush, 2007 ; Zhang, Eickbush et Eickbush,
2008) et permettrait d’expliquer pourquoi certains éléments transposables sont
insérés dans des régions a fort taux de recombinaisons (Duret, Marais et Biemont,

2000).

5.4.2.1 Purge des mutations déléteres

Une analyse d’enzymes de restriction a permis de montrer que des alleles de
Pokey possiblement recombinés se retrouvent dans différents génomes hybrides et
non-hybrides (Tableau 4-4). Il serait donc possible que des éléments recombinés
soient actifs et qu’ils aient envahi des génomes non-hybrides. Chez Caenorhabditis
elegans, les transposons a ADN sont situés préférentiellement dans les régions a
fort taux de recombinaison alors que les rétrotransposons ne le sont pas (Duret,
Marais et Biemont, 2000). Il a été supposé un role de la recombinaison dans le
processus de transposition pour tenir compte de cet écart entre les théories et les
données empiriques. Dans une étude sur des éléments mobiles qui s'insérent dans
les génomes de différentes enterobactéries, Lawrence et ses collaborateurs (1992)
ont montré que certaines séquences de [/S7 et /S3 ont été produites par
recombinaison entre des séquences divergentes. Par analogie avec les
phénoménes de reproduction sexuée at de purge des alléles délétéres dans les

populations sexuées, Il est possible que les phénomeénes de recombinaison
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interélément permettent de purger les mutations délétéres qui s’accumulent

naturellement dans les séquences du transposon Pokey et qui inactivent ceux-ci.

5.4.2.2 Diversification et production de MITEs

A partir de Fanalyse de deux génomes (souches N2 et NL917) de
Caenorhabditis elegans, Fischer et ses collaborateurs (2003) ont observé la
présence d’éléments transposables Tc1 chimériques (issus de la recombinaison de
différentes copies de Tc1) actifs dans le génome de la souche NL917. Cette étude
propose que des élements transposables Tc1 recombinés puissent étre produits via
le processus de reparation des cassures d’ADN double brin aprés I'excision du
transposon. Ces auteurs concluaient que la recombinaison entre des copies ayant
accumulé des mutations pourrait conduire a une évolution rapide et a une
diversification des éléments Tc1 (Fischer, Wienholds et Plasterk, 2003). Une
hypothése similaire a eté émise pour expliquer l'activité de rétrotransposons
recombinés de la sous-famille CRM1 dans des plants hybrides de mais (Sharma,
Schneider et Presting, 2008). Des expériences en laboratoire ont montré que des
mutations ponctuelles ou des réarrangements plus conséquents dans différents
éléments transposables pouvaient avoir pour conséquence une augmentation du
taux de transposition de ceux-ci (Beall, Mahoney et Rio, 2002 ; Han et Boeke, 2004 ;
Lampe et al., 1999). Les cadres ouverts de lecture (ORFs) séquencés dans notre
étude montrent de la variation qui se reflete en partie sur les séquences en acide
aminés traduites (données non montrées). Une analyse de présence d’évenements
de recombinaisons a aussi révélé que la recombinaison avait un impact sur les
ORFs et donc sur les séquences en acides aminés des protéines de transposases. |l
est donc possible que les éléments Pokey recombinés retrouvés dans les différents
génomes aient des propriétés et des capacités de transpositions différentes de

celles des éléments Pokey dont ils sont issus.
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Les differentes séquences de Pokey analysées lors de cette étude
contenaient un grand nombre de délétions (ou alternativement d’insertions). Il est
possible que les éléments transposables dégénerent au cours de I'évolution soit
pour produire des éléments non-autonomes et non-activables soit pour produire des
éléments non-autonomes mais qui sont capables de se déplacer si des transposons
actifs de la méme famille sont présents dans le génome (MITEs; Feschotte, Zhang
et Wessler, 2002). Pour gu’un tranposon comme Pokey soit autonome il faut que les
séquences terminales inversées répétées (TIR), séquences essentielles a
lattachement de la transposase au transposon soient fonctionnelles. De plus, il faut
que le géne codant pour la protéine transposase soit fonctionnel. La recombinaison
inter-éléments pourrait, en réarrangeant les éléments transposables autonomes par
des inversions ou des délétions de nucléotides a I'intérieur des génes codant pour la
transposase, étre une source de production de MITEs. Les MITEs sont connus pour
constituer une part importante des génomes de plantes et d’animaux (Casacuberta
et Santiago, 2003 ; Feschotte, Zhang et Wessler, 2002 ; Shan et al.,, 2005). Leur
origine est frequemment associée a des transposons homologues présents dans les
genomes (Feschotte, Zhang et Wessler, 2002). La recombinaison inter-éléments au
moment de phénoménes d’hybridation serait potentiellement un mode d’origine pour

ces éléments non-autonomes.

Il serait intéressant de caractériser lactivité des éléments Pokey issus
d’évenements de recombinaison afin de tester le modele de diversification et de

purge de mutations déléteres par recombinaison.

5.5 Conclusion

Il est donc possible de brosser un tableau général du systéme du complexe
d'espéces Daphnia pulex afin de mettre en place un modeéle d'étude pour mieux

comprendre [|'évolution et ['écologie d'éléments transposables dans différents
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génomes. Diverses lignées hybrides diploides et polyploides ont été produites
entre des espéeces écologiquement distinctes dans ce complexe d’especes au cours
de l'évolution. Certaines lignées polyploides semblent étre issues de croisements
entre individus provenant de la méme espéce (i.e. autopolyploides). Les lignées
diploides hybrides peuvent étre produites en milieux contrélés (Heier et Dudycha,
2009 ; Innes et Hebert, 1988). Les lignées polyploides sont pour la plupart triploides
et seraient potentiellement issus de croisements entre des gamétes non-réduits
(probablement produits par des lignées hybrides) et des gameétes réduits. Certaines
lignées triploides auraient été produites depuis le Pléistocene (D. middendorffiana
sensu stricto, D. pulicaria polyploides et D. pulex polyploides) alors que d’autres ont
une origine évolutive potentiellement plus ancienne (D. tenebrosa polyploides). La
densité de I'élément transposable Pokey semble ne pas différer entre les génomes
hybrides diploides et polyploides. Cette différence peut-étre due a plusieurs
phénomeénes (i.e. absence d’activation, activation mais perte de séquences suite a
une diploidisation...). Certains indices laissent a penser que le hombre d’insertions
de Pokey aurait augmente lors d’évenements d’hybridations. La recombinaison inter-
elements semble étre une force majeure dans I'évolution du transposon Pokey. De
plus, des alleles recombinés de I'élement Pokey se retrouveraient en nature dans
des génomes hybrides et non-hybrides. Les élements Pokey recombinés pourraient
alors étre actifs en nature comme cela a été suppose pour d'autres eléments
transposables dans des génomes issus dhybridation (Sharma, Schneider et
Presting, 2008).

U & 3£4

Depuis Kidweil et Lisch (1997), différents auteurs (Brookfield, 2005 ; Le
Rouzic, Dupas et Capy, 2007 ; Leonardo et Nuzdhin, 2002 ; Venner, Feschotte et
Biémont, 2009 ; Yoder, Walsh et Bestor, 1997) ont comparé larchitecture des
genomes a la structuration des écosystemes. Différentes théories spécifiques a
'écologie systémique, telles que la théorie de partitionnemnent des niches
(Chesson, 2000) ou la théorie neutre en écologie des communautés (Bell, 2000 ;
Hubbell, 2005) par exemple, pourraient étre adaptées a I'évolution des génomes

(Venner, Feschotte et Biémont, 2009). Des modéles théoriques prenant en
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considération des interactions de coopération, d’hdte/parasite ou de compétitions

entre éléments transposables (Abrusan et Krambeck, 2006 ; Le Rouzic, Dupas et
Capy, 2007) ont été construits afin de comprendre la variation de la dynamique et de
la distribution d’éléments transposables ayant des caractéristiques différentes. Une
grande quantité de données sur la distribution des éléments transposables dans les
différents génomes (Bartolomé, Maside et Charlesworth, 2002 ; Biemont et al., 2003
; Dolgin et Charlesworth, 2008 ; Duret, Marais et Biemont, 2000 ; Hua-Van et al.,
2005 ; Pidpala, Yatsishina et Lukash, 2008 ; Rizzon et al., 2002) et leur dynamique
(Biémont, 1992 ; Hanson et al., 2000 ; Hua-Van et al., 2005 ; Valizadeh et Crease,
2008 ; Zeyl, Bell et Green, 1996) dans les populations hobtes est disponible.
Toutefois les données recoltées par le séquengage de génomes complets ont
rarement été analysées a la lumiére de théories écosystémiques. La plupart des
études sur la distribution des éléments transposables n’ont pris en considération que
l'effet des transposons sur la fitness de leur hdte sans toutefois arriver a un
consensus (Bartolomé, Maside et Charlesworth, 2002 ; Biémont, 1992 ; Biemont et
al., 2003 ; Charlesworth et Charlesworth, 1983 ; Charlesworth, Langley et
Sniegowski, 1997 ; Dolgin et Charlesworth, 2008 ; Langley et al, 1988). Peu
d’études empiriques ont considéreé les différents éléments transposables comme des
structures, ayant des phénotypes propres a leur séquence (e.g. préférence de site
d’insertion, mode de transposition, fitness...), en interactions entre-elles et avec les
composantes biochimiques du génome afin comprendre leur distribution et leur
dynamique dans les génomes. Une vision écosystémique des génomes et des
différents processus qui les produisent pourrait permettre de mieux comprendre la
distribution des différents éléments transposables dans les genomes. Des études
expérimentales seraient nécessaires pour permettre de mieux comprendre la
dynamique des éléments transposables lors de la formation de génomes de
differentes natures (e.g. hybridations, mis en culture de tissus, etc.). Des études ont
montré une activation des éléments transposables lors de différentes perturbations
(Capy et al., 2000). Des modifications de la dynamique des éléments transposables

(e.g. activation, perte dinsertions...) peu de temps apres I'hybridation et/ou la
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polyploidisation ont été observées chez différents organismes (Fontdevila, 2005 ;

Hazzouri et al., 2008 ; Kashkush, Feldman et Levy, 2002 ; Liu et al., 2009 ; Madiung
et al., 2005 ; O'Neill, O'Neill et Graves, 1998 ; Parisod et al.,, 2009 ; Petrov et al,
1995 ; Salmon, 2005 ; Shan et al., 2005 ; Zhao et al.,, 1998). En reprenant 'analogie
d’'un écosysteme génomique, cette dynamique du génome pourrait étre comparée a
de la résilience’. En effet, aprés une perturbation (hybridation par exemple), le
génome semble, via de possibles processus mediés par la sélection naturelle, étre
restructuré et perd des insertions d’éléments transposables (Kashkush, Feldman et
Levy, 2002 ; Madlung et al., 2005 ; Parisod et al., 2010 ; Soltis et Soltis, 2000). Les
phénomeénes de diploidisation sont connus chez des organismes polyploides et
paléopolyploides (Bennett, 2004 ; Feldman et al., 1997 ; Ferris.et Whitt, 1979 ;
Leitch et Bennett, 2004 ; Li, 1980 ; Wolfe, 2001). | a été montré qu’'une
augmentation du niveau de ploidie chez la levure (Saccharomyces cerevisae) était
suivie d'une rediploidisation et que la quantité d’ADN la plus stable dans un milieu
non-sélectif se rapprochait de la quantité d’ADN de la souche diploide observée en
nature (Gerstein, 2006). La rapidité avec laquelle le génome de S. cerevisiae
revenait a une quantité d’ADN « diploide » semblait dépendre de la pression de
sélection appliquée (Gerstein, 2006). En continuant cette analogie, il serait possible
qu’un génome donné fasse preuve de résistance, dans le sens ecologique du terme.
Un génome dans lequel les phénomenes épigénétiques seraient assez importants
pour limiter les processus de transposition et dont la structure serait stable (son
intégrité) méme aprés une perturbation (environnementale ou génomique), serait dit
résistant alors qu’'un génome dont la structure serait fortement altérée apres

perturbation serait dit non-résistant. Une relation entre stabilité du génome et

' Cette analogie m’'a été proposée par Olivier Deshaies, étudiant a la maitrise en écologie forestiere a 'UQAR.
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diversité des structures (e.g. séquences codantes, introns, éléments

transposables...), telle qui a été proposée en écologie des communautés (Pimm,
1984 ; Tilman, 1996), pourrait étre testée en utilisant une approche combinée de
génomique et d’évolution expérimentale. Des génomes plus ou moins complexes
seraient soumis a des perturbations environnementales ou génomiques, la stabilité
de leur structure serait testée par des techniques génomiques (e.g. séquencage,
« TE display »). Si la stabilité des génomes est dépendante de la pression de
sélection a laquelle est soumis 'individu qui la porte, cette théorie pourrait expliquer
le maintien de génomes polyploides dans des environnements perturbés. Des
genomes complexes (forte hétérozygotie et grand nombre de structures génétiques)
seraient sélectionnés positivement dans des milieux perturbés. Cette théorie est
similaire a la théorie qui prédit une corrélation entre la stabilité phénotypique

(robustesse génétique) et la complexité du génome (de Visser et al., 2003).

Le génome de l'une des especes constituant le complexe pulex a été
derniérement séquencé (Colbourne et al., soumis) et un grand nombre d’éléments
transposables a été mis en relief (Rho et al, 2010 ; Schaack et al., 2010a). Les
daphnies sont des organismes zooplanctoniques faciles a élever et il est possible de
provoquer des perturbations génomiques et environnementales dans des lignées
elevées en laboratoire. Des populations parthénogeénétiques cycliques et obligatoires
se rencontrent en nature. Des croisements peuvent étre effectués entre des
populations d'une méme espéce et ou entre des espéces écologiquement distinctes
(i.e. D. pulex et D. pulicaria) pour produire des hybrides diploides (et potentiellement
poiyploides). DU & un mode de reproduction parthénogeneétique cyclique, des lignées
sexuées peuvent étre maintenues par reproduction clonale en laboratoire. Cette
propriété permet de produire des lignées d’accumulation de mutations (Omilian et
al., 2006 ; Schaack et al, 2010a). Les lignées hybrides peuvent aussi étre
entretenues de maniére clonale en laboratoire. Les séquences de ['élément
transposable Pokey sont fortement diversifiées via probablement des processus de
recombinaison dans le complexe Daphnia pulex. | serait alors intéressant d’étudier

I'effet de la recombinaison sur la fitness et la diversification des transposons et sur
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les différentes intéractions que cet élément a avec les processus biochimiques

qui régulent l'expression de ce transposon. Les différents types d’éléments
transposables rencontrés dans le génome (Rho et al., 2010 ; Schaack et al., 2010a)
ont différentes caracteristiques (i.e. autonomes vs. Non-autonomes, transposon vs,
retrotranspons). Cette diversité permettrait de tester les effets des caractéristiques
des éléments transposables sur leur distribution et leur dynamique dans les
génomes dans des populations sexuées pures mais aussi dans des génomes

perturbés par des facteurs environnementaux ou des facteurs génomiques.
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